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aCGH  primerjalna genomska hibridizacija na mikromrežah (angl. array 
comparative genomic hybridisation) 
AMH  anti-Müllerian hormon 
bp  bazni par 
CGH  primerjalna genomska hibridizacija (angl. comparative genomic 
hybridisation) 
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qPCR  kvantitativna verižna reakcija s polimerazo (angl. quantitative polymerase 
chain reaction) 
QTL  lokus kvantitativne lastnosti (angl. quantitative trait loci) 
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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA IN CILJI NALOGE 
Kriptorhizem (angl. cryptorchidism, CO) je definiran kot napaka v spustu enega 
(unilateralni), ali obeh (bilateralni) testisov in pripadajočih struktur. Prirojena oblika CO 
predstavlja 2-4 % polno donošenih moških rojstev (Klonisch in sod., 2004), a tudi 1-4 % 
dečkov razvije pridobljeni CO tekom otroštva (Van Brakel in sod., 2015). Prisotnost CO 
predstavlja tveganje za zdravje, saj lahko pride do napak v spermatogenezi, tumorjev 
testisov, aplazije semenovodov in torzije testisov (Bonney in sod., 2008; Koolen in sod., 
2004).  
V letu 2013 je bila objavljena prva verzija zbirke kandidatnih genov za CO (Cannistraci in 
sod., 2013). Ker pa se število študij na področju povečuje, je bilo potrebno predhodno razvito 
podatkovno zbirko posodobiti. Izziv predstavlja heterogenost področja z zelo različno 
prikazanimi  podatki v objavah, posledično je nujno poenotenje načina prikaza rezultatov 
povezav med geni in boleznimi. Prav tako še ni bila sistematično preučena komorbidnost oz. 
sopojavnost(koprisotnost) bolezni s CO.  
Cilji naloge obsegajo:  
1. Dopolnitev podatkovne zbirke Cryptorchidism gene database  
2. Razvoj pobude  za standardizacijo prikaza rezultatov v znanstveni literaturi.   
3. Razvrščanje lokusov v podatkovni zbirki glede na klinični podtip CO in določanje 
bolezni, ki se v zbirki najbolj pogosto s CO v klinični sliki.  
4. Določanje zanesljivejših kandidatnih genov za CO in napovedovanje novih 
kandidatnih genov za CO z izvedbo treh bioinformacijskih analiz. 
5. Izvedba bioinformacijske analize določanja najmanjših regij prekrivanja za CO. 
6. Izvedba obogatitvene analize seta genov (angl. gene set enrichment analysis; GSEA) 
oz. obogatitvene analize bioloških poti. 
7. Izvedba analize interakcij med proteini (angl. protein-protein interactions; PPI).  
8. Predpostavitev biološke poti, ki lahko predstavlja potencial za razvoj 
biooznačevalcev za CO (angl. pathway based biomarker).  
9. Izvedba molekularno-citogenetske analize na ravni celotnega genoma z metodo 
primerjalne genomske hibridizacije (angl. array comparative genomic hybridisation; 
aCGH) pri bolnikih s CO in/ali neplodnostjo, za določanje različic števila kopij (angl. 
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
1. Obstajajo geni, ki so povezani s kriptorhizmom pri treh ali več vrstah sesalcev.  
2. Obstajajo geni, povezani s kriptorhizmom, ki so prisotni v rezultatih treh 
bioinformacijskih analiz; določanja najmanjših regij prekrivanja, obogatitvene 
analize bioloških poti in analize interakcij med proteini. 
3. Različice števila kopij predstavljajo dejavnik tveganja za razvoj kriptorhizma v 
slovenski populaciji.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 SPUST TESTISOV 
Kriptorhizem je posledica napak v spustu testisov. Spust testisov lahko razdelimo na tri faze: 
(I) abdominalna translokacija, kjer se testis nahaja v bližini ingvinalnega kroga (angl. 
inguinal ring) in se rahlo spušča navzdol, ko se abdominalna votlina razširja; (II) 
transingvinalna migracija, premik kavdalnega epididmisa in testisa skozi mejo abdominalne 
votline in(III) ingvinoskrotalna migracija kavdalnega epididmisa in testisa na dno skrotuma 
(Amann in Veeramachaneni, 2007).  
Tri fazni spust testisov je bil predlagan, ker obstajajo tri glavna nahajališča za izven skrotalne 
testise in ker CO odseva razvoj vsaj treh prenatalnih bolezni: (I) napaka v iniciaciji in 
zaključku abdominalne translokacije testisa, (II) napaka v iniciaciji in zaključku 
transingvinalne migracije testisa in (III) napaka v iniciaciji in zaključku ingvinoskrotalne 
migracije testisa (Amann in Veeramachaneni, 2007). Slika 1 prikazuje primer normalnega 
položaja testisov,  ingvinoskrotalni in abdominalni položaj testisov pri kriptorhizmu.   
 
Slika 1: Grafični prikaz uspešnega spusta testisov in dveh možnih položajev neuspešnega spusta testisov 
(Drugs…, 2017) 
Spust testisov predstavlja sosledje zapletenih dogodkov, ki zahtevajo usklajeno delovanje 
hormonov, konstitutivnih mehanizmov in živčnega sistema (Foresta in sod., 2008). Pravilen 
razvoj ligamenta oz. gubernakuluma je ena od glavnih točk uspešnega spusta testisov. 
Gubernakulum je sestavljen iz primitivnih mezenhimalnih celic, ki se odzivajo na 
hormonske vplive in povzročijo proliferacijo in diferenciacijo v mišico, ki je osnova za 
mišico kremaster (angl. cremaster muscle) (Szarek in sod., 2014). 
2.1.1 Razvoj testisov 
Ker napake v spustu testisov lahko vodijo v različne bolezni, kot je CO, motnje v 
spermatogenezi, tumorje testisov, aplazijo moških povezovalnih duktov (angl. male ducts), 
je potrebno razumevanje formacije testisov. Zgodaj v obdobju razvoja se tanko tkivo 
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peritoneuma in mezonephrični plašč (nožnica) (angl. mesonephric sheath), ki podpira 
mezonefros, razvije v kranialni suspenzijski ligament. Kranialni suspenzijski ligament 
povezuje kranialni konec tkiva, ki se bo razvil v gonado, z dorsokranialno abdominalno 
votlino. V zgodnjem obdobju embriogeneze primordialne matične celice (angl. primordial 
germ cells) migrirajo od zadnjega dela trebušne stene (angl. hind gut) k gonadalnemu 
grebenu. Zatem mezenhimalne celice, ki verjetno izvirajo iz bližnjega koelomičnega 
epitelija (angl. coelomic epithelium), migrirajo v razvijajočo se gonado, proliferirajo in 
obdajo primordialne matične celice; v moškem pride do diferenciacije v fetalne Sertolijeve 
celice, ki izločajo AMH (angl. anti-Mullerian hormon), ki inducira umik 
paramezonefričnega dukta oz. kanala (angl. Mullerian duct). Hormon AMH naj bi imel tudi 
vpliv na delovanje Leydigovih celic. Zgodnja posledica interakcije fetalnih Sertolijevih celic 
s primordialnimi matičnimi celicami je, da se tem matičnim celicam prepreči vstop v mejozo, 
čeprav lahko pride do proliferacije in diferenciacije. Kmalu po prihodu bodočih fetalnih 
Sertolijev celic v gonado, jim sledijo druge celice iz mezonefrosa, ki spodbudijo proliferacijo 
Sertolijevih celic, organizacijo skupkov ali gnezd Sertolijevih celic skupaj z matičnimi 
celicami v zvite semenske cevke (angl. seminiferous tubule). Delovanje fetalnih Sertolijevih 
celic je potrebno za nastanek bazalne lamine, iz katere nastanejo peritubularne mioidne 
celice odraslih zvitih semenskih cevk. Vzporedno pride do migracije mezenhimalnih celic v 
mesta ob zvitih semenskih cevkah in do diferenciacije v Leydigove celice. V 2-3 dneh po 
migraciji fetalne Leydigove celice dosežejo najvišjo raven tvorjenja testosterona in inzulinu 
podobnega peptida (INSL3) (Amann in Veeramachaneni, 2007). V zgodnji fazi se 
testosteron proizvaja konstitutivno, ali morda s stimulacijo humanega horinskega 
gonadotropina (hCG), ki do fetusa prihaja preko materine krvi (Themmen & Huhtaniemi 
2000), medtem ko kasneje luteinizirajoči hormon (LH) in gonadotropin izločajoči hormon 
(GnRH) sodelujeta pri uravnavanju tega procesa. Med nadaljnjo diferenciacijo in rastjo 
testisa, odrasle Leydigove celice še naprej proizvajajo INSL3 in testosteron. Testosteron 
maskulinizira genitofemoralni živec in stimulira produkcijo oz. sproščanje CGRP (angl. 
calcitonin gene related peptide) iz genitofemoralnega živca, ki je kemoatraktant in inducira 
razvoj konice gubernakuluma proti viru CGRP. Ta proces omogoča usmerjanje testisa, ki je 
nujen za ingvinoskrotalno migracijo testisov med samim spustom (Amann in 
Veeramachaneni, 2007).   
Androgeni vplivajo tako na kranialni suspenzorski ligament, kot tudi gubernakulum. Za 
uspešen spust testisov je potrebna normalna funkcionalnost obeh struktur, saj gre za glavna 
posrednika ingvinoskrotalne faze spusta. Med transabdominalno fazo androgeni prispevajo 
k regresiji kranialnega suspenzorskega ligamenta. 
2.1.2 Glavni kandidatni geni povezani s spustom testisov  
Mutacije v genu za androgenski receptor (AR) so pogosto navedene kot eden od glavnih 
vzrokov za razvoj CO. Znižano izražanje oz. ekspresija (angl. expression) gena FGFR1 je 
povezana z napakami v spustu testisov preko uravnavanja razvoja mezenhimskega tkiva 
epididmisa (Hadziselimovic 2016, Hadziselimovic 1983). Gen RXFP2 je bil predlagan 
kandidat za vpletenost v transabdominalno fazo spusta testisov (Gorlov in sod., 2002). 
Poznanih je več transgenih živalskih modelov, kjer je spust testisov ustavljen v 
transabdominalnem položaju: Izbitje gena Insl3(-/-) (Adham in sod., 2002), Crsp in Rxfp2 
(Gorlov in sod., 2002), Hoxa10 (-/-) (Satokata in sod., 1995), Hoxa11 (-/-) (Hsieh-Li in sod., 
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1995), Hoxa/Hoxa11 transheterogeni model (Branford in sod., 2000), Wt1 (Kreidberg in 
sod., 1993) in Ar (Zimmermann in sod., 1999).  
Druga in tretja faza spusta testisov sta pogosto združeni in opisani kot ingvinoskrotalna faza, 
ki jo posredujejo androgeni (Klonisch in sod., 2004; Amann in Veeramachaneni, 2007). 
Geni,  vpleteni v spust testisov v tej fazi so: AR (Klonisch in sod., 2004; Hutson in sod., 
2005) ter CGRP (Klonisch in sod., 2004; Bonney in sod., 2008; Hutson in sod., 2005). 
Obstaja tudi več transgenih mišjih modelov s testisi, ki se niso spustili iz ingvinoskrotalne 
pozicije: GnRH (-/-) o katerem so poročali v študiji Radovick in sod. (1999), Lhcgr Zhang 
in sod. (2001), Gnrh1 (Hpg) Charlton in sod. (1983), Ar (Tfm) Charest in sod. (1991), Hmga2 
(transgeni mišji model pygmy) Zhou in sod. (1995) in Arid5b (Desrt -/-)  Lahoud in sod. 
(2001) (Slika 2).   
 
Slika 2: Prikaz pregleda genov vpletenih v spust testisov 
Kljub podobnostim spusta testisov med vrstami sesalcev, med njimi obstajajo razlike v 
morfologiji, kot tudi v časovnem poteku spusta testisov. Spust testisov pri glodavcih, 
lagomorfih in psih poteka postnatalno, medtem ko se pri človeku, prašičih, konjih, govedu 
in ovcah v večini primerov spust testisov zaključi pred rojstvom. V primerjavi s človekom, 
glodavci prikazujejo pomembne razlike v uretralnem razvoju, anatomiji penisa/morfologiji, 
kot tudi vzorcu izražanja AR. Živalski modeli, ki so bolj podobni anatomskemu razvoju in 
endokrinem izražanju hormonov pri človeku, kot npr. pes, zajec, prašič in opica Rhesus, so 
pogosto uporabljeni modeli za raziskovanje vzrokov razvoja hipospadij in drugih 
morfoloških motenj zunanjih spolovil (Klonisch in sod., 2004).  
2.2 KLINIČNE OBLIKE KRIPTORHIZMA IN KOMORBIDNE BOLEZNI 
Pri večini vrst sesalcev, vključno s človekom, se popolni spust testisov zgodi prenatalno. 
Prirojena in pridobljena oblika CO je povzročena z napako v več fizioloških mehanizmih, ki 
so povezani z različnimi komorbidnimi boleznimi. Pri novorojenčkih je prirojeni CO 
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povezan s prezgodnjim rojstvom, nižjo porodno maso, nižjo porodno velikostjo in krajšim 
penisom ob rojstvu v primerjavi z novorojenčki brez CO. Dečki s pridobljenim CO se ob 
rojstvu ne razlikujejo od normalnih novorojenčkov v masi, velikosti in dolžini penisa ob 
rojstvu, a tekom rasti razvijejo krajši penis v primerjavi s kontrolno populacijo in 
preiskovanci s prirojenim CO (Acerini in sod., 2009). 
Pridobljeni CO nastane zaradi nezmožnosti podaljšanja semenskega povezka (angl. 
spermatic cord), ko otrok raste. Do tega pride zaradi delne absorbcije peritoneuma. Pri 
pridobljenem CO so testisi prisotni v stabilni skrotalni poziciji ob rojstvu, a se tekom 
zgodnjega otroštva iz nje dvignejo. Tudi dečki s pridobljenim CO imajo povečano verjetnost 
neplodnosti zaradi vpliva povišane temperature na testise. Posledično pride do padca števila 
zarodnih celic in s tem večje verjetnosti za neplodnost. Pri pridobljenem CO ne poročajo o 
povišanem tveganju za razvoj tumorjev  (Bonney in sod., 2008). Obe obliki CO sta povezani 
s torzijo testisov kasneje v življenju (Kolon in sod., 2014). Trenutni način zdravljenja 
prirojenega CO je operativni poseg v prvih 6-12 mesecih življenja, medtem ko je v primeru 
pridobljenega CO operativni poseg izveden takoj po diagnozi (Bonney in sod., 2008).  
Neuspešen spust testisov se lahko zgodi kot izoliran dogodek, ali pa je prisoten ob raznih 
boleznih in sindromih (Hadziselimovic, 2016). Na primer, CO je bil prisoten v klinični sliki 
številnih sindromov, kot so na primer: Noonan  (Bertola in sod., 2014), Prader–Willi 
(Klonisch in sod., 2004), Prune-Belly (Weber in sod., 2005), CHARGE (Liu in sod., 2014) 
in KS (Klonisch in sod., 2004). 
Komorbidnost CO z drugimi boleznimi je dokaj pogosta, na primer  s hipospadijami in 
mikropenisom (Klonisch in sod., 2004). Predlagana  je bila tudi molekularna razlaga 
komorbidnosti CO in kardiomiopatije, ki sta pogosto koprisotni v klinični sliki RAS-opatij 
(Cannistraci in sod., 2013). 
2.3 KRIPTORHIZEM IN NEPLODNOST 
Neplodnost se na svetovni ravni pojavlja pri 13-15 % parov (Kamel, 2010). Kriptorhizem se 
pogosto pojavlja pri neplodnih moških (Amann in Veeramachaneni, 2007). Tipični fenotip 
hude oblike moške neplodnosti je azoospermija ali huda oligozoospermia (gostota spermijev 
≤5 × 106 ml−1). Različne napake, tako prirojene kot pridobljene, lahko povzročijo popolno 
nedelovanje testisov. Genetske spremembe obsegajo 15 %-30 % moške neplodnosti. 
Povečanje uporabe postopkov oploditve z biomedicinsko pomočjo (OBMP), še posebej 
metode neposrednega vnosa semenčice v jajčno celico (angl. Intracytoplasmic sperm 
injection; ICSI), je omogočila povečano tveganje obhoda mehanizmov naravne selekcije in 
prenosa mutacij, katerih naravno spočetje ne omogoča (Song in sod., 2016).  
Spremembe v deoksiribonukleinski kislini (angl. deoxyribonucleic acid, DNA) so povezali 
z motnjami v spermatogenezi, kvaliteto sperme in hormonskim ravnovesjem (Krausz, 2011). 
Kromosomske napake obsegajo okrog 6 % neplodnosti pri moških, kar se zviša do 15 % pri 
moških z azoospermijo. Z neplodnostjo so pogosto povezane anevploidije (napačno število 
kromosomov), translokacije (lahko povzročijo izgubo genetskega materiala na mestih 
preloma) in mikrodelecije kromosoma Y (Song in sod., 2016). Z idiopatsko moško 
neplodnostjo so povezani tudi drugi genetski vzroki, kot so polimorfizmi posameznih 
nukleotidov (angl. single nucleotide polymorphisms; SNP) na avtosomih, kromosomu X in 
mitohondrijski DNA (angl. mitochondrial DNA, mtDNA) ter različne genetske spremembe, 
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ki povzročajo hormonske motnje (Reijo in sod., 1995; Meschede in Horst, 1997; Shamsi in 
sod., 2011; Peterlin in sod., 2002; Walsh in sod., 2009). 
Spermatogeneza pri človeku traja okrog tri mesece in za uspešno zaključitev mejoze je 
potrebno usklajeno delovanja tisočih za testis-specifičnih genov. Gre za kompleksno 
sosledje dogodkov, zelo občutljivih na akumulacijo napak, ki lahko vplivajo na celoten 
proces spermatogeneze. S tem lahko pride do nastanka npr. oligozoospermije ali popolne 
azoospermije (Song in sod., 2016). V primeru, ko za razvoj neplodnosti pri moškem ni 
mogoče najti vzroka, oziroma običajni diagnostični postopki testirane vzroke izključijo iz 
obravnave, se neplodnost opredeli kot nepojasnjeno ali idiopatsko. Poznani dejavniki na 
neplodnost  obsegajo prirojene vzroke, kot so anorhija, CO, prirojena obojestranska 
odsotnost semenovoda in genetske nepravilnosti povezane s  sindromi. Vzroki na neplodnost 
so lahko tudi pridobljeni: travme testisov, torzije ali zasuki testisov, post-vnetne oblike, 
obstrukcije, ponavljajoče urogenitalne infekcije, prostatitis, zunanji dejavniki, sistemske 
bolezni, varikokela (angl. varicocele), operacije, ki lahko poškodujejo ožilje testisov, 
disfunkcije erekcije ali izliva, ali endokrini dejavniki (Krausz, 2011).  
Drugi vzroki za izgubo delovanja testisov obsegajo: hipogonadotropni hipogonadizem (HH), 
Kallmannov sindrom (KS). Kallmannov sindrom je definiran kot idiopatski 
hipogonadotropni hipogonadizem (IHH) kombiniran z anosmijo ali hiposmijo, ki lahko vodi 
v izgubo funkcionalnosti testisov. Moški s KS imajo genetske napake povezane tako s 
kromosomom X, kot avtosomi. Za IHH je značilna nizka raven spolnih steroidnih hormonov, 
kot tudi nizke ravni folikel stimulirajočega hormona (FSH) in luteinizirajočega hormona 
(LH). Pri preiskovancih s KS sta bili določeni dve deleciji v genih ANOS1 (angl. anosmin 1) 
(sinonim KAL1) in FGFR1 (angl. fibroblast growth factor receptor 1) (Song in sod., 2016). 
2.4 PRIMERJALNI GENETSKI PRISTOP PRI ODKRIVANJU MOLEKULARNIH 
MEHANIZMOV OZADJA KRIPTORHIZMA 
Poleg okoljskih vplivov, kot so endokrini motilci, CO vsaj deloma determinirajo genetski 
vzroki (Cannnistraci in sod., 2013; Klonisch in sod., 2004). V prvo verzijo zbirke 
Cryptorchidism gene database (CryptoGene DB) je vključenih 217 raznovrstnih kandidatnih 
genetskih variacij iz sedmih vrst (človek, konj, ovca, pes, govedo, podgana in miš), ki so 
vpletene v razvoj CO (Cannistraci in sod., 2013).  
Pri raziskovanju kompleksnih bolezni, kot je CO, je pomemben primerjalni pristop. Naravni 
modeli glodavcev in transgeni mišji modeli so pomembni za raziskovanje in odkrivanje 
funkcionalnih vlog številnih dejavnikov, ki so vpleteni v spust testisov in razvoj zunanjih 
spolovil. Uporabnost glodavcev kot modelov za določanje vzrokov za nastanek CO in 
dismorfogenezo zunanjih spolovil pri človeku in drugih večjih živalih je omejena zaradi 
mnogih razlik v anatomskih strukturah reproduktivnega trakta, fetalnega in neonatalnega 
zaporedja ključnih dogodkov, kot so endokrine spremembe in občutljivost na določene 
endokrine dejavnike. Ko upoštevamo anatomske strukture in fetalno izločanje hormonov, 
lahko pse, ovce in primate obravnavamo kot primerne živalske modele v primerjalnih 
študijah CO, ker najbližje sledijo človeškemu modelu spusta testisov (Klonisch in sod., 
2004). 
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2.5 KRITIČNE REGIJE POVEZANE Z RAZVOJEM KRIPTORHIZMA 
Kritične regije, najmanjše regije prekrivanja (angl. smallest region of overlap) (SRO), ali 
najkrajše regije prekrivanja (angl. shortest region of overlap), pogosto imenovane tudi kot 
minimalne prekrivajoče regije (angl. minimal overlapping regions; MOR), so povezane s 
sindromi ali boleznimi, kjer je CO pogosto poročan v klinični sliki. Ton in sod. (1991) so 
natančno definirali SRO pri deleciji regije 11p13 pri Wilmsovem tumorju,  ter kot kandidatni 
gen predlagali gen WT1. Orivoli in sod. (2016) so identificirali SRO na Xp11.22 za 
preiskovance z mikroduplikacijami in z X-vezano mentalno zaostalostjo (angl. X-linked 
intellectual disability). Gen HUWE1 je bil identificiran kot edini kodirajoči gen  v SRO-ju. 
Prekrivanje kromosomskih regij povezanih s CO je bilo predhodno poročano na 2p15p16.1, 
2p14-p15, 7p22.1, 10q, 15q25.2., 17q21.31 in Xq28 (Choucair in sod., 2015; Yatsenko in 
sod., 2009; Tannour-Louet in sod., 2014; Goitia in sod., 2015; Pebrel-Richard in sod., 2014; 
Koolen in sod., 2008; Burgess in sod., 2013; Piccione in sod., 2012; Hancarova in sod., 
2013). Yatsenko in sod. (2009) so identificirali SRO povezan s spremembo spola in 
nedoločljivimi spolovili (angl. ambiguous genitalia) pri preiskovancih z delecijskim 
sindromom 10q, kjer je CO pogosto prisoten v klinični sliki. Choucair in sod. (2015) so 
opisali preiskovanca s tipičnimi značilnostmi sindroma 10q z intertsticialno delecijo (angl. 
interstitial deletion) 10q26.1 v velikosti 4,5 Mb, ki ne vključuje prej poročanega SRO-ja. 
Definirali so nov SRO, ki obsega gene občutljive na število kopij, ki so vključeni v razvoj 
fenotipa  sindroma 10q, še posebej v primeru anomalij spolovil kot je CO. Tannour-Louet 
in sod. (2014), so analizirali literaturo in skupino 180 primerov otrok  s prirojenimi motnjami 
maskulinizacije genitourinarnega trakta, kot so hipospadije (dismorfogeneza moške uretre) 
in CO. Z uporabo metode aCGH  so ugotovili 1,35 % primerov s CNV-ji de novo na kritični 
regiji Xq28. Goitia in sod. (2015) so identificirali in zožili kritično regijo za preiskovance z 
duplikacijami 7p22. Pri preiskovancih se pojavlja širok spekter simptomov, med katerimi je 
tudi CO. V študiji Pebrel-Richard in sod. (2014), so z uporabo metode aCGH in primerjave 
z drugimi poročanimi primeri, zožili predhodno določeno kritično regijo za duplikacijo 
7p22. Regija v velikosti 330 kb obsega štiri gene: FBXL18, ACTB, FSCN1 in RNF216. 
Koolen in sod. (2008) so identificirali in zožili kritično regijo za mikrodelecijski sindrom 
17q21.31 v študiji z 22 preiskovanci s tem sindromom, kjer je CO pogosto prisoten v klinični 
sliki. Z uporabo visoko resolucijskih oligonukleotidnih mrež so pri preiskovancih s CO zožili 
kritično regijo 17q21.31 na regijo v velikosti 424 kbp, ki obsega več genov, med njimi gen 
MAPT. Burgess in sod (2013) so identificirali SRO na regiji 15q25.2 na podlagi 
preiskovancev s to mikrodelecijo in primerjave z objavljenimi primeri v literaturi. Avtorji 
so definirali glavne fenotipske značilnosti preiskovancev s to mikrodelecijo; CO je bil 
definiran kot eden od glavnih simptomov. Piccione in sod. (2012) so poročali o moškem, ki 
je v klinični sliki imel CO kot enega od simptomov ob mikrodeleciji 2p15p16.1. Avtorji so 
analizirali primere iz  literature ter izvedli analizo z metodo aCGH, ki je omogočila natančno 
kartiranje kritičnih regij za mikrodelecijski sindrom 2p15p16.1. Hancarova in sod. (2013) so 
identificirali SRO za preiskovance mikrodelecijskim sindromom 2p14-p15 z obravnavo 
preiskovanca in primerjavo s predhodno objavljenimi primeri s to mikrodelecijo, pri kateri 
je CO pogosto prisoten v klinični sliki. 
Na področju raziskav CO, sistematični genomski pregled (angl. genome wide screening) za 
SRO-je, ali kritične regije še ni bil izveden. Najmanjše regije prekrivanja so definirane kot 
kritične regije v genomu povezane z določeno boleznijo ali sindromom (Choucair in sod., 
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2015; Goitia in sod., 2015; Ton in sod., 1991; Yatsenko in sod., 2009). Raziskovalci se 
pogosto osredotočajo na identifikacijo SRO-jev, ki so večinoma osnovani na genomskih 
delecijah, a se tudi pogosto lotevajo duplikacij in CNV-jev. Pogosto raziskovalci 
identificirajo SRO, ali SRO-je, ki so lahko povezani s specifičnimi simptomi, predstavljajo 
del klinične slike neke bolezni.   
2.6 PRIMERJALNA GENOMSKA HIBRIDIZACIJA NA MIKROMREŽAH 
Tehnika primerjalne genomske hibridizacije (CGH), je predhodnik metode primerjalne 
genomske hibridizacije na mikromreže- aCGH, omogoča pregled genoma za prisotnost 
CNV-jev. Prvotno je bila razvita  za določanje CNV-jev v trdnih tumorjih (Kallioniemi in 
sod., 1992). Pri metodi CGH primerjamo dva genoma, testni in referenčni, ki sta označena z 
različnimi fluorescentnimi barvili in nato hibridizirana na metafazne kromosome. Intenziteta 
fluorescentnega signala označene vzorčne DNA relativno proti referenčni DNA, je nato 
linearno prikazana za vsak kromosom, kar omogoča identifikacijo CNV-jev (Kallioniemi in 
sod., 1992). Za razliko od tradicionalnih tehnik, uporabljenih za zaznavanje CNV-jev, ki so 
osnovane na identifikaciji posameznih CNV-jev se CGH lahko uporablja za identifikacijo 
nepravilnosti na ravni celotnega genoma. Za izvedbo te metode tudi niso potrebne celice 
med delitvijo (Speicher in sod., 1993). Metoda aCGH je osnovana na metodi CGH, a ne 
potrebuje metafaznih kromosomov, ker poteka na mikromrežah. Uporablja trdne nosilce, kot 
so stekelca, ki imajo hibridizirane majhne segmente DNA (molekularne sonde), kot tarče za 
analizo (Lucito in sod., 2003). Sonde se po velikosti razlikujejo: od oligonukleotidov, ki 
obsegajo od 25-86 bp, do genomskih klonov kot so bakterijski umetni kromosomi (angl. 
bacterial artificial chromosomes; BAC), ki obsegajo 80000 do 200000 bp. Stopnja 
resolucije mikromreže je določena na podlagi velikosti sond in razmakov med samimi 
sondami v genomu. Na primer, mikromreža s sondami v izbranih regijah v genomu, ki so 
oddaljene 1 Mbp, ne bo omogočala  zaznavanja CNV-jev v vmesnem prostoru med sondami.  
Za izvedbo aCGH, se DNA najprej izolira iz testnega vzorca (npr. kri, koža, fetalne celice). 
Vzorčna DNA je označena s fluorescentnim barvilom specifične barve, medtem, ko je DNA 
referenčnih vzorcev označena s fluorescentnim barvilom druge barve. Obe genomski DNA, 
testno in referenčno, se združi v eni mikrocentrifugirki in nanese na mikromrežo. Ker je 
DNA pred tem denaturirana, je v nanešeni mešanici v enoverižni obliki, se ob nanosu prične 
primerjalna hibiridizacija DNA molekul na enoverižne sonde. Za tem sistem zaznavanja 
fluorescentnih signalov kvantificira relativno intenziteto fluorescence DNA, ki se je uspešno 
hibridizirala na vsako sondo. Razmerje med fluorescenco testne in referenčne DNA je 
določeno na različnih lokacijah v genomu, kar poda informacijo o relativnem številu kopij 
sekvenc v testnem genomu proti referenčnemu genomu. Sekvenciranje človekovega genoma 
in razvoj zanesljivih metod robotskega pregleda genetskega materiala na trdnem nosilcu so 
omogočile detekcijo podmikroskopskih kromosomskih delecij in duplikacij na visoki ravni 
(DeRisi in sod., 1996; Schena in sod., 1995; Shaffer in sod., 2007). Glavna prednost metode 
aCGH pred ostalimi molekularno-genetskimi tehnikami je možnost hkratne detekcije 
anevploidij, delecij, duplikacij, in/ali amplifikacij lokusov prisotnih na mikromreži. Podatki, 
pridobljeni z metodo aCGH se nato običajno validirajo z uporabo drugih metod, kot je 
fluorescentna in situ hibridizacija (angl. fluorescent in situ hybridisation; FISH).  
Različica števila kopij je definirana kot segment DNA, v velikosti vsaj 1 kbp, ki se razlikuje 
v številu kopij v primerjavi z referenčnim genomom. Termin CNV ne nakazuje tudi 
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kliničnega vpliva, zato je za razumevanje kliničnega pomena potrebna navedba, ali gre za 
patogeni CNV, ali za benigni CNV. Potrebna je tudi navedba, ali gre za izgubo, ali pridobitev 
števila kopij regije. Čeprav se velike CNV-je večinoma upošteva kot različice s kliničnim 
vplivom, je pomembno razumevanje, da so zelo lahko veliki CNV-ji benigni in zelo majhni 
CNV-ji različice s kliničnim vplivom (Kearney in sod., 2011).  
Kot patogene različice upoštevamo CNV-je, ki so dobro dokumentirani kot različice s 
kliničnim vplivom v več objavljenih študijah, tudi v primeru variabilne penetrance in 
izražanja. Kategorija patogenih CNV-jev vsebuje tudi velike CNV-je, ki še niso bili opisani 
v ustrezni literaturi v velikosti ugotovljeni pri preiskovancu, a se vsaj delno prekrivajo z 
regijo, kjer je klinični vpliv dobro opisan. V to kategorijo uvrščamo tudi večino citogenetsko 
vidnih napak (3-5 Mbp). V primeru odsotnosti jasno definiranih sindromskih lokusov v 
opisani regiji, je upoštevanje CNV-ja kot patogenega manj zanesljivo (Kearney in sod., 
2011).   
Kot različice z neznanim kliničnim vplivom upoštevamo CNV-je, ki vsebujejo gene, a 
nimamo podatka o občutljivosti genov na število kopij. V to kategorijo uvrščamo tudi CNV-
je, ki so opisani v več nasprotujočih si študijah in zbirkah, na podlagi katerih jasni zaključki 
o kliničnem vplivu še niso možni (Kearney in sod., 2011). Primeri CNV-jev, ki obsegajo 
manj kot 1 Mbp in CNV-ji, ki niso bili analizirani pri starših preiskovancev, so 
karakterizirani kot različice z neznanim kliničnim vplivom (angl. variant of uncertain 
significance; VUS) (Tannour-Louet in sod., 2010).  
Kot benigne različice upoštevamo CNV-je, ki so bili poročani v več študijah in zbirkah s 
kuratorskim nadzorstvom. V primeru, ko je CNV dobro karakteriziran, ali predstavlja pogost 
polimorfizem, je obravnavan kot benigen. Da lahko CNV obravnavamo kot pogost 
polimorfizem, mora biti dokumentiran vsaj v 1 % populacije. Pomembno je previdno 
obravnavati prisotnost pridobitve ali izgube števila kopij, ker so lahko pridobitve na 
določenih regijah benigne, medtem ko imajo delecije teh istih regij lahko klinični vpliv 
(Kearney in sod., 2011). Različice v številu kopij, ki so dobro karakterizirane in prisotne v 
splošni populaciji, na primer v zbirki Database of Genomic Variants (DGV), so upoštevane 
kot najverjetneje benigne (Tannour-Louet in sod., 2010).  
2.7 RAZVRŠČANJE KANDIDATNIH GENOV PO PRIORITETI 
Razvrščanje kandidatnih genov po prioriteti (angl. candidate gene prioritization) za 
eksperimentalno analizo je zapleteno raziskovalno področje, za katerega še ni 
vzpostavljenega standardiziranega postopka.  
Gene lahko prioritiziramo tudi z uporabo sistemske biologije Dva glavna pristopa, ki se 
uporabljata pri sistemski biologiji sta analiza bioloških poti in bioloških mrež. Za analizo 
bioloških poti se pogosto uporablja orodje DAVID, za analizo mrež pa orodje STRING. 
Proteini v analizi mrež predstavljajo vozlišča (angl. nodes), črte med njimi oz. povezovalniki 
(angl. edges) predstavljajo interakcije med proteini. Bolezenski moduli (angl. disease 
module), oz. funkcionalni moduli (angl. functional modules) predstavljajo lokalno soseščino 
interakcij med molekulami, ki so povezane z boleznijo, v tem primeru s CO. Funkcionalni 
modul je definiran tudi kot skupina genov ali njihovih produktov, ki so povezani z eno ali 
več genetskimi, ali celičnimi interakcijami, kot je skupna regulacija, skupno izražanje, 
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prisotnost v proteinskem kompleksu, metabolni/signalni poti, ali kot del celičnega agregata 
(Tornow in Mewes, 2003). 
Raziskovalne metode in pristopi v študijah se razlikujejo med različnimi raziskovalnimi 
skupinami; raziskave se izvajajo na različnih ravneh omik, vključno z genomiko, 
transkriptomiko in proteomiko. Področje raziskav CO, tako kot mnoga druga področja, 
potrebuje centralne genomske zbirke za zbiranje in integracijo genotipskih in fenotipskih 
podatkov. Zaradi heterogenosti pristopov in variabilnosti prikaza rezultatov v študijah, je 
postopek zbiranja in integracije otežen. Ker se število raziskav povezanih s CO povečuje, so 
nujne redne posodobitve podatkovnih zbirk povezav med genotipom in fenotipom. Na 
področju genomike so bile predhodno objavljene pobude, ki urejajo poročanje podatkov. Na 
primer  pobuda STREGA (STrengthening the REporting of Genetic Association studies) v 
študiji Little in sod. (2009), pri kateri so predlagali objavljanje podatkov: o lastnostih 
populacije, morebitnih napakah pri genotipiziranju, modeliranja haplotipske variacije, 
Hardy-Weinbergovo ravnotežje, ponovitve, izboru udeležencev, racionalizaciji izbora genov 
in variant, učinkih zdravljenja v študijah kvantitativnih lastnosti, statističnih metodah in 
povezanosti. Kljub temu potrebuje področje genomike CO dodatne usmeritve k 
standardizaciji prikaza podatkov v publikacijah.  
Namen te študije je bil: (1) posodobitev zbirke Cryptorhidism gene database z genomskimi 
variacijami iz najnovejše znanstvene literature, (2) ureditev zbirke z dodatnimi podatki, kot 
je kariotip, število udeležencev, detajli klinične slike, komorbidnost bolezni, ontologija 
bolezni, rasa/etnična pripadnost in številka reference PMID, (3) razvoj pobude za 
standardizacijo prikaza rezultatov v študijah, ki poročajo povezave med genotipom in 
razvojem CO pri človeku, (4) izvedba obogatitvene analize bioloških poti, povezanih s CO 
geni in analiza interakcij med proteini z uporabo bioinformacijskih orodij DAVID in 
STRING, (5) razvrščanje kandidatov po prioriteti in razvrščanje kandidatov glede na 
klinično sliko, (6) izvedba eksperimenta določanja CNV-jev pri preiskovancih s CO in/ali 
neplodnostjo, kot dejavnikov tveganja za CO in/ali moško neplodnost.  
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Preiskovanci 
Izvedbo študije je odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko (referenčna 
številka: 73/05/12). Vsi preiskovanci so podali pisno izjavo o soglasju s sodelovanjem v 
študiji.  
V analizo določanja CNV-jev je bilo vključenih 28 moških preiskovancev s CO in/ali 
idiopatsko neplodnostjo. Skupina je vključevala preiskovance: 14 s CO v klinični sliki, 13 z 
idiopatsko neplodnostjo in enega preiskovanca z idiopatsko neplodnostjo in CO. V skupini 
preiskovancev z idiopatsko neplodnostjo je bilo 11 preiskovancev z azoospermijo in dva 
preiskovanca s kriptozoospermijo. Pri enem primeru preiskovanca s kriptozoospermijo je bil 
v klinični sliki prisoten tudi CO. Termin kriptozoospermija je uporabljen za preiskovance s 
konstantno zelo nizko kvaliteto in številom spermijev v ejakulatu, kar lahko vključuje le ne 
premikajoče se spermije, ali primere izoliranih premikajočih se spermijev, vidnih le po zelo 
podrobnem pregledu izliva. Podatki o preiskovancih so povzeti iz študije Hodžić in sod. 
(2013), v kateri so bili preiskovanci analizirani za genetske različice genov cirkadianega 
sistema in njihove povezave z neplodnostjo. 
3.1.2 Kemikalije in raztopine 
V preglednici 1 so navedene kemikalije in raztopine uporabljene pri eksperimentu in njihovi 
proizvajalci. 
Preglednica 1: Kemikalije in raztopine uporabljene pri metodi aCGH 
Proizvajalec Kemikalija 
Promega, ZDA TE pufer, 1X, agaroza, bromofenol modro 6X, TAE 
pufer 10X 
Agilent technologies, ZDA Voda brez nukleaz, restrikcijski pufer, 10X, Goveji 
serumski albumin (BSA), encim AluI, encim RsaI, 
reakcijski pufer 5X, dNTP-ji 10X, Cyanine 5-UTP, 
Cyanine 3-UTP, encim Exo (-) Klenow, Cot-1 
DNA (1.0mg/ml), aCGH blokirno sredstvo (angl. 
blocking agent) 10X, HI-RPM hibridizacijski pufer 
2X, aCGH pufer za spiranje 1, aCGH pufer za 
spiranje 2 
Invitrogen, ZDA Voda brez nukleaz, barvilo SYBR Safe  
 
Pri metodi aCGH smo uporabili tudi komplet reagentov SureTag DNA Labelling Kit, 
proizvajalca Agilent technologies, ZDA. V  preglednici 2 sta navedena  restrikcijska encima 
uporabljena v eksperimentu, mesta restrikcije in proizvajalec.   
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Preglednica 2: Restrikcijska encima uporabljena pri metodi aCGH 
Restrikcijski encim Mesto cepitve DNA Proizvajalec 
AluI 5'-AG•CT-3' Agilent technologies, ZDA 
RsaI 5'-GT•AC-3' Agilent technologies, ZDA 
3.1.3 Laboratorijska oprema in naprave 
V  preglednici 3 je prikazana laboratorijska oprema in naprave uporabljene pri eksperimentu 
in njihovi proizvajalci.  
Preglednica 3: Laboratorijska oprema in naprave uporabljene v pri metodi aCGH 
Oprema Proizvajalec 
Centrifuga 5418 Eppendorf, Nemčija 
Elektroforezni sitem Appligene in električni 
napajalnik Biometra standard Power Pack P25 
Appligene, Francija, Biometra, Nemčija 
Hibridizacijska pečica Agilent technologies, ZDA 
Kolone za čiščenje SureTag DNA Labelling Kit Agilent technologies, ZDA 
Krovno stekelce za zaščito proti ozonu Agilent technologies, Združene države Amerike 
Magnetni mešalnik Tehtnica, Slovenija 
Mikromreže SurePrint G3 Unrestricted CGH 
(4x180K) 
Applied Biosystems, Združene države Amerike 
Nanodrop 2000c Thermo Fisher, Združene države Amerike 
Naprava za PCR Veriti Applied Biosystems, Združene države Amerike 
Naprava za slikanje gelov CHEMI Genius  Syngene, Združeno kraljestvo 
Nosilec za skeniranje mikromreže Agilent technologies, Združene države Amerike 
Objektna stekelca z gumicami (4 mikromreže na 
stekelce) 
Agilent technologies, Združene države Amerike 
Optični čitalec za DNA mikromreže Agilent technologies, Združene države Amerike 
Tehtnica Vibra SJ Tehtnica, Slovenija 
Železni nosilci za hibridizacij mikromrež Agilent technologies, Združene države Amerike 
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3.2 METODE 
3.2.1  Posodobitev podatkovne zbirke Cryptorchidism gene database 
Zbirko Cryptorchidism gene database smo posodobili z najnovejšo literaturo z ročnim 
iskanjem v zbirki PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), Web of Science 
(http://isiknowledge.com) in Gene (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene). Uporabljene so bile 
naslednje ključne besede: ‘cryptorchidism’, ‘gene’, ‘testicular descent’, ‘physiology’, 
‘association’, ‘congenital’, ‘acquired’, ‘unilateral’, in ‘bilateral’. V zbirko so bili vključeni 
le lokusi, za katere so poročali povezavo vpletenosti v razvoj CO, raziskave z negativnimi 
asociacijami pa smo izločili. Publikacije, ki so poročale o spremembi izražanja genov zaradi 
CO niso bile vključene v zbirko. Takšen primer so raziskave, kjer so poročali o neplodnosti, 
ki je bila posledica CO. Geni povezani s sindromi, kjer je CO pogosto prisoten, so bili 
vključeni le v primeru, če je bilo iz rezultatov jasno razvidno, da je preiskovanec s 
sindromom imel prisoten tudi CO. Metode za dopolnitev podatkovne zbirke smo podrobno 
opisali v predhodnih objavah: Urh in Kunej (2016) (Priloga A), Urh in sod. (2016) (Priloga 
B), Urh in sod. (2015) (Priloga C), Urh in Kunej (2014) (Priloga D).  
Za posodobitev zbirke so bile iz referenc pridobljene sledeče informacije: tip lokusa (gen, 
kromosomska regija, CNV), simbol gena, ime gena, genomske koordinate kromosomskih 
mutacij ali CNV-jev, ime vrste, število preiskovancev (bolniki in kontrole), rasa/etnična 
pripadnost pri človeku, eksperimentalna metoda in fenotip. Pridobili smo tudi podatke 
povezane s klinično sliko: (i) starost ob diagnozi CO, (ii) prirojeni/pridobljeni CO in (iii) 
unilateralni (levi/desni)/bilateralni CO. Če so raziskovalci navedli tudi starostno obdobje ob 
diagnozi, smo preiskovance razvrstili v tri skupine: neonatalno starostno obdobje (angl. 
neonatal age period) (prvih 28 dni po rojstvu), infantilno starostno obdobje (angl. infantile 
age period) (od 29 dni od rojstva do konca prvega leta življenja) in otroško starostno obdobje 
(angl. childhood age period) (od prvega leta življenja do pubertete).  Če je bila pri  
preiskovancih diagnoza  CO prvič postavljena v infantilnem starostnem obdobju ali 
otroškem starostnem obdobju, so bili razvrščeni v skupino pridobljenega CO. To priporočilo 
je bilo objavljeno v študiji Acerini in sod. (2009). Iz referenc so bili pridobljeni tudi podatki 
o komorbidnosti (bolezen, ki je prisotna ob CO). Zbirka pridobljenih podatkov je bila ročno 
urejena in dopolnjena z relevantnimi genomskimi podatki kot so identifikacijske številke 
(ID-ji). Terminologija za gene je bila usklajena z zbirko HGNC 
(http://www.genenames.org/). Genomske lokacije kromosomskih prelomov, v primeru 
kromosomskih mutacij, so bile pridobljene iz zbirke UCSC Genome Bioinformatics 
database (http://genome.ucsc.edu/). Gene ID je bil pridobljen iz zbirke NCBI/Gene database 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/),  ID-ji za bolezni iz zbirke Disease ontology database 
(http://disease-ontology.org/) in ID vrst iz zbirke Uniprot database 
(http://www.uniprot.org/taxonomy/). Na podlagi pridobljenih informacij smo razvili 
predlogo za standardizacijo prikaza rezultatov študij, ki poročajo povezave genotip- CO pri 
človeku. Pobudo smo objavili v članku Urh in Kunej (2016). Predlagali smo, da bi rezultati 
morali vsebovati sledeče podatke: lokus/tip mutacije (protein-kodirajoči gen, anevploidije, 
kromosomske  regije, različice v številu kopij , miRNA gen itd.), simbol gena, ime gena, ID 
gena (Entrez gene ID). Kjer je bila poročana kromosomska regija (kromosomska proga; 
angl. cytogenetics band), morajo biti navedene tudi genomske koordinate (kromosom, 
začetek kromosomske proge, konec kromosomske proge). Genomske koordinate za 
kromosomske proge so na voljo v zbirki UCSC Genome Bioinformatics database. Navedeni 
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morajo biti podatki o številu preiskovancev (preiskovanci/kontrole), rasa/etnična pripadnost 
pri človeku. Navedeni morajo biti tudi sledeči klinični podatki: starostno obdobje ob 
diagnozi, prirojeni/pridobljeni CO in unilateralni (levi/desni)/bilateralni CO. Poročanje 
imena bolezenske ontologije, ID identifikacijske številke ontologije bolezni (DOID; disease 
ontology identifier), če je na voljo za komorbidno bolezen. Eksperimentalne metode, 
uporabljene v študiji, morajo biti navedene kot: kariotipiziranje, asociacijska študija, 
ekspresijski eksperiment, pristop izbijanja gena (angl. knockout technology; KO) in 
transgeni modeli, asociacijske študije celotnega genoma, sindromi in sekvenciranje 
naslednje generacije. Ta obrazec smo predlagali za uporabo v originalnih, kot tudi 
preglednih člankih. V primeru preglednih člankov je potrebno reference opremiti tudi z 
identifikacijsko številko PubMed ali številko PMID. 
Pridobljene lokuse v zbirki smo razvrstili glede na genomsko lokacijo v stolpcu 
»Chromosome«. Izvedli smo pregled urejene zbirke za identifikacijo števila lokusov na 
kromosomih in identifikacijo SRO-jev z ročnim iskanjem prekrivajočih se kromosomskih 
regij. Identifikacijo SRO-jev smo izvedli na podlagi kromosomskih regij in CNV-jev. 
Kriterij za identifikacijo SROjev, je bil prekritje vsaj dveh kromosomskih regij. Ponovna 
analiza literature je bila izvedena za identifikacijo morebitnih novih publikacij, ki bi 
omogočile nadaljnje okarakteriziranje SRO-jev, identifikacijo novih SRO-jev in novih 
kandidatnih genov povezanih z razvojem CO v SRO-jih. Ponovna analiza literature je bila 
izvedena s ključnimi besedami kot so: “cryptorchidism”, “undescended testes”, “smallest 
region of overlap”, “critical region”, “shortest region of overlap”, “minimal overlapping 
region”, “gene” in ime kromosomske proge za specifični SRO; npr. “10q26.12”. V nekaterih 
študijah določanja SRO-jev so genomsko regijo poročali s kromosomsko progo, v drugih so 
poročali genomsko lokacijo v baznih parih. Točna genomska lokacija kromosomskih prog 
je bila določena z uporabo zadnje izdaje zbirke UCSC genome annotation database 
(Rosenbloom in sod., 2015). Zadnja izdaja temelji na  zbirki človeškega genoma GRCh38 
(http://hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenPath/hg38/database/). Podrobnosti postopka 
določanja genomskih prog so opisane v Urh in Kunej (2016). Študijam, ki so poročale 
genomske lokacije na podlagi starejših izdaj genoma človeka smo lokacije prevedli na 
najnovejšo dostopno izdajo z uporabo orodja NCBI genome remapping service 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/tools/remap/). V nekaterih primerih študij, kjer so 
bile uporabljene starejše podverzije izdaj genoma (angl. patches), orodje za prevajanje 
lokacij ne omogoča prevajanja  koordinat na zadnjo podverzijo izdaje genoma. Na primer, 
koordinate v izdaji genoma GRCh37.p2 so lahko prevedene le v GRCh38.p7 in ne v 
najnovejšo izdajo genoma GRCH38.p10 vključeno v orodje za remapiranje (objavljen 
Januarja 2017). V primerih študij, v katerih niso navajali kromosomskih prog, ampak so pri 
analizah navajali samo uporabljene sonde, smo ročno iskali mesta prileganja sond v genomu 
in njihovo dolžino v podatkovni zbirki BAC klonov: 
https://www.empiregenomics.com/CloneCentral/clone_search. Če zbirka človeškega 
genoma v študiji ni bila navedena, smo lokacije uredili v skladu z  zadnjo dostopno zbirko 
človeškega genoma v času objave študije in lokacije nato prevedli v genomske lokacije v 
najnovejši dostopni genomski zbirki. Orodje Ensembl/Biomart in zbirka Ensembl, št. izdaje  
89 (http://www.ensembl.org/biomart/martview) je bila uporabljena za identifikacijo genov 
prisotnih v SRO-jih (Yates in sod., 2016). Ortologi kandidatnih genov za CO v SRO-jih so 
bili določeni z razvrščanjem genomskih lokacij genov v zbirki Cryptorchidism gene 
database in primerjanja z genomskimi lokacijami SRO-jev. 
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3.2.2 Obogatitvena analiza bioloških poti 
Za obogatitveno analizo bioloških poti, oz. obogatitveno analizo seta genov, smo uporabili 
bioinformacijsko orodje DAVID (Huang in sod., 2009). V orodje smo vnesli  identifikacijske 
številke genov (Entrez gene ID), povezanih s CO. Uporabili smo sledeče nastavitve: 
Bonferroni popravek (angl. Bonferroni correction test), EASE vrednost 0,01, Homo sapiens 
je bil uporabljen kot ozadje. Značilni rezultati so bili podani za zbirke KEGG (Kyoto 
Encyclopaedia of Genes and Genomes), BIOCARTA in REACTOME. 
Zbirka KEGG je redno posodobljena. Informacije o tej zbirki so na voljo na spletni strani: 
http://www.kegg.jp/kegg/docs/statistics.html. Storitev KEGG GENOMES vključuje: 377 
evkariontskih vrst, 4248 vrst bakterij, 252  vrst arhej in 317 virusov. Skupno je v zbirko 
vključenih 22.645.484 genov. Zbirka KEGG PATHWAY vsebuje 512.823 bioloških poti. 
Skupno je v zbirki KEGG 7271 človeških genov povezanih z biološkimi potmi. Zbirka 
BIOCARTA ni več redno posodobljena. Edine informacije, ki jih je moč pridobiti glede 
posodobitev, so dostopne prek brskalnika Gene Ontology (http://cgap.nci.nih.gov/Genes), ki 
navaja, da se v zbirki nahaja 730 genov človeka, povezanih z biološkimi procesi, 694 genov 
človeka povezanih s celičnimi komponentami in 803 genov povezanih z molekularnimi 
funkcijami. Zbirka BIOCARTA vključuje tudi gene miši. Podatek o  številu genov in številu 
bioloških poti, v katere so ti geni vključeni, trenutno ni na voljo. Povzetek podatkov o zbirki 
REACTOME  je naveden na spletni strani http://www.reactome.org/stats.html. Zbirka je 
redno posodobljena in vsebuje informacije za 19 živalskih vrst. Trenutna verzija za človeka 
vsebuje 10651 proteinov, 10748 proteinskih  kompleksov, 10754 reakcij in 2132 bioloških 
poti. Zadnja izdaja zbirke Ensembl, izdaja GRCh38, podverzija GRCh38.p11 vsebuje 53853 
protein-kodirajočih genov.  
Biološke poti, značilno povezane z geni za CO, so bile razvrščene glede na Bonferroni 
popravek. Lokusi iz zbirke, ki so bili vključeni v te biološke poti, so bili razvrščeni v 
preglednico, ki omogoča pregled nad pogostostjo ponavljanja genov v različnih bioloških 
poteh povezanih z razvojem CO.  
3.2.3 Analiza interakcij med proteini (PPI) 
Analiza interakcij med proteini (angl. protein protein interaction) (PPI) in identifikacija 
interakcij s predvidenimi prvimi sosedi v mreži (angl. predicted first neighbour interactions) 
je bila izvedena z uporabo orodja STRING (Szklarczyk in sod., 2015). Identifikacijske 
številke genov človeka po sistemu Entrez gene ID so bile prevedene v identifikacijske 
številke proteinov po sistemu Uniprot ID in vstavljene  v orodje STRING. Uporabljene 
nastavitve so bile:  »high confidence« (0,700), »hide disconnected nodes«, »1st shell: only 
query proteins« v prvi analizi, ki je vključevala samo gene za CO in »up to 5 interactors« v 
drugi analizi za identifikacijo prvih sosedov v mreži. 
3.2.4 Identifikacija različic števila kopij v populaciji 28 preiskovancev z uporabo 
metode aCGH 
3.2.4.1 Priprava vzorcev 
Genomska DNA je bila izolirana predhodno iz vzorcev periferne krvi z uporabo standardnih 
postopkov z uporabo kompleta reagentov QuickGene DNA Whole Blood Kit (Fuji, 
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Japonska). Koncentracijo izolirane DNA smo izmerili z uporabo naprave NanoDrop 
(Thermo Fisher, Združene države Amerike). 
3.2.4.2 Postopek izvedbe metode aCGH 
Metoda aCGH poteka na mikromrežah. Na stekleni osnovi so hibridizirani majhni segmenti 
ali sonde DNA kot tarče za analizo (Lucito in sod., 2003). Sonde se po velikosti razlikujejo, 
od oligonukleotidov proizvedenih za prikaz dela genoma, ki ga želimo eksperimentalno 
pregledati (25-86 bp), do genomskih klonov kot so BAC (80000-200000 bp).  
Za izvedbo aCGH, je potrebno najprej izolirati DNA iz testnega vzorca (npr. kri, koža, 
fetalne celice). Izolirano genomsko DNA cepimo na odseke z uporabo restrikcijskih 
encimov in inkubacijo po specifičnih programih v cikličnem termostatu v postopku 
restrikcijske analize. Uspešnost restrikcijske analize preverimo z elektroforezo v agaroznem 
gelu. Vzorčno DNA označimo s fluorescentnim barvilom specifične barve, medtem, ko 
DNA referenc označimo s fluorescentnim barvilom druge barve. Obe genomski DNA, testna 
in referenčna, sta združeni v eni mikrocentrifugirki in nanešeni na mikromrežo. Ker je DNA 
pred tem denaturirana, je DNA v nanešeni mešanici v enoverižni obliki, se ob nanosu na 
mikromrežo prične poizkus primerjalne hibiridizacije molekul DNA na enoverižne sonde. 
Za tem sistem zaznavanja fluorescentnih signalov kvantificira relativno intenziteto 
fluorescence DNA, ki se je uspešno hibridizirala na vsako sondo. Razmerje med 
fluorescenco testne in referenčne DNA je determinirano na različnih lokacijah v genomu, 
kar poda informacijo o relativnem številu kopij sekvenc v testnem genomu proti referenčnem 
genomu (DeRisi in sod., 1996; Schena in sod., 1995; Shaffer in sod., 2007).  Shematski 
prikaz metode aCGH je prikazan na sliki 3. 
 
Slika 3: Shematski prikaz postopka aCGH 
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Postopek je bil izveden po prirejenem protokolu proizvajalca Agilent Oligonucleotide 
Array-Based CGH for Genomic DNA Analysis (2016). 
3.2.4.3 Restrikcijska analiza in preverjanje njene uspešnosti 
Vzorce smo pripravili v  mikrocentrifugirki za PCR (angl. PCR tubes) volumna 200 µl. Za 
vsak vzorec je bilo pripravljeno 800 ng DNA testnega vzorca preiskovanca ter 800 ng 
referenčne DNA 15 moških zdravih referenčnih vzorcev (k vzorcu S1 spada referenca C1 
itd.). Dodali smo ustrezno količino vode brez nukleaz (angl. nuclease free, NF), do končnega 
volumna 20.2 µl.  
Vse potrebne kemikalije so del kompleta reagentov (angl. reagent kit) SureTag Complete 
DNA Labeling Kit, ki ga hranimo pri -20 °C. Podrobnosti priprave mešanice za izvedbo 
restrikcije prikazuje preglednica 4.  
 
Preglednica 4: Kemikalije in volumni uporabljeni za izvedbo restrikcijske analize 
Kemikalija Količina za 1 vzorec 
Voda brez nukleaz  2,6 µl 
10x pufer za restrikcijo 
(RE buffer) 
2,21 µl 
BSA 0,17 µl 
AluI 0,42 µl 
RsaI 0,42 µl 
Skupni volumen 5,8 µl 
 
K vsaki vzorčni in referenčni DNA smo dodali 5,8 µl restrikcijske mešanice in pazljivo 
premešali s pipetiranjem. Vzorce smo inkubirali v cikličnem termostatu Biometra po 
protokolu, navedenem v preglednici 5.  
 
Preglednica 5: Podatki o programu za restrikcijsko analizo na cikličnem termostatu  
Korak Temperatura Čas  
Korak 1 37 °C 2 uri 
Korak 2 65 °C 20 minut 
Korak 3 4 °C Hlajenje 
Za preverjanje restrikcije smo pripravili 0.8 % agarozni gel. Za nanos smo 1.5 µl vzorca 
dodali 1.5 µl bromfenolmodro in premešali. Vzorce smo nanesli na agarozni gel, 
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elektroforeza je potekala 25 min pri 90 mA, nato smo primerjali raven testnih vzorcev proti 
referenčnim vzorcem.  
3.2.4.4 Označevanje vzorcev 
Vzorce smo po preverjanju na gelu zavrteli v centrifugi 1 minuto, pri 6000 x g. Po 
centrifugiranju smo dodali naključne začetne oligonukleotide, 4,2 µl k vsakemu vzorcu ter 
dobro premešali s pipetiranjem. Vzorce smo nadalje inkubirali v cikličnem termostatu po 
protokolu predstavljenem v  preglednici 6. 
 
Preglednica 6: Program za prileganje  naključnih začetnih oligonukleotidov v cikličnem termostatu 
Korak Temperatura Čas  
Korak 1 95 °C 3 minute 
Korak 2 4 °C Hlajenje 
Po končanem programu smo vzorce ponovno  centrifugirali 1 minuto, 6000 x g in hranili v 
ledenem bloku. Označevanje smo izvedli z reagenti, prikazanimi v  preglednici 7. 
 
Preglednica 7: Kemikalije in volumni uporabljeni za označevanje DNA 
Kemikalija Količina za 1 vzorec 
Voda brez nukleaz  4,8 µl 
5x reakcijski pufer 
(Reaction Buffer) 
8,5 µl 
10X dNTPs 4,25 µl 








Skupni volumen 21,0 µl 
 
Mešanico za označevanje smo premešali  s pipetiranjem. K vsaki vzorčni DNA smo dodali 
21,0 µl mešanice z barvilom Cy-5 (modro) in premešali s pipetiranjem. K vsaki referenčni 
DNA smo dodali 21,0 µl mešanice z barvilom Cy-3 (roza) in pazljivo premešali s 
pipetiranjem. Vzorce smo inkubirali v cikličnem termostatu po protokolu predstavljenem v 
preglednici 8.  
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Preglednica 8: Program za označevanje vzorčne in referečne DNA s fluorescenčnimi barvili v cikličnem 
termostatu  
Korak Temperatura Čas  
Korak 1 37 °C 2 uri 
Korak 2 65 °C 10 minut 
Korak 3 4 °C Hlajenje 
3.2.4.5 Čiščenje označenih vzorcev 
Vse vzorce, označene s Cy-3 in Cy-5 smo očistili ločeno. Vzorce smo nadalje zavrteli v 
centrifugi 1 minuto, 6000 x g in jih prestavili v 1,5 ml-mikrocentrifugirke. K vzorcem smo 
dodali 430 µl 1xTE (pH 8.0). Pripravili smo kolone za spiranje – kolone smo prenesli v sveže 
1,5 ml-mikrocentrifugirke in jih označili in dodali vzorce. Zaprli smo kolone in zavrteli v 
centrifugi pri sobni temperaturi 10 minut pri 14,000 x g. Zavrgli smo tekočino in vrnili 
kolone v iste mikrocentrifugirke ter dodali 480 µl 1xTE (pH 8.0) k vsakemu vzorcu. Zaprli 
smo kolone in zavrteli v centrifugi pri sobni temperaturi 10 minut pri 14,000 x g. Zavrgli 
smo tekočino ter obrnili in prestavili kolone v označene sveže 1,5-ml mikrocentrifugirke, ki 
smo jih centrifugirali pri  sobni temperaturi 1 minuto pri 4300 x g.  
Preverili smo izplen in specifično aktivnost vsakega vzorca z uporabo NanoDropa (izračun 
je prikazan v enačbi 1 in enačbi 2), meje uporabnosti pridobljene označene DNA so 
prikazane v preglednici 9. 
 



























  … (2) 
 
Preglednica 9: Prikaz mej donosa in specifičnih aktivnosti z barvili označene DNA 
Začetna količina 
DNA (g) 
Izplen (g) Specifična aktivnost vzorcev 
označenih s Cy-3 (pmol/g) 
Specifična. aktivnost vzorcev 
označenih s Cy-5 (pmol/g)  
0.5 8 do 11 20 do 35 20 do 30 
1,0 9 do 12 25 do 40 20 do 35 
 
Združili smo testne in referenčne vzorce po parih. Združujemo 19,5 µl vzorca (S1) in 19,5 
µl referenčnega vzorca (C1). Skupni volumen po združevanju je 39 µl. Vzorce smo zložili 
po parih kot prikazuje  preglednica 10. 
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Preglednica 10: Primer postopka združevanja vzorcev in referenc za hibridizacijo na mikromreže 
PAR 1 PAR 2 PAR 3 PAR 4 
S1 S2 S3 S4 
C1 C2 C3 C4 
3.2.4.6 Hibridizacija 
Pripravili smo mešanico za hibridizacijo po vrstnem redu kot je prikazano v  preglednici 11. 
Mešanico smo premešali s pipetiranjem. 
Preglednica 11: Kemikalije in volumni, uporabljeni za pripravo mešanice za hibridizacijo na mikromreže 
Kemikalija za 1 vzorec 
Cot-1 DNA (1.0 
mg/ml)  
5,0 µl 









Skupni volumen 71,0 µl 
 
K označeni DNA smo dodali 71 µl  mešanice za hibridizacijo, premešali s pipetiranjem. 
Vzorce smo inkubirali v cikličnem termostatu po programu prikazanem v  preglednici 12. 
 
Preglednica 12: Program za hibridizacijo v cikličnem termostatu 
Korak Temperatura Čas  
Korak 1 95 °C 3 minute 
Korak 2 37 °C 30 minut 
 
Takoj po končanem programu smo vzorce zavrteli v centrifugi 1 minuto, 6000 x g, jih 
prestavili na 37°C in nadaljevali s postopkom. 
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3.2.4.7 Nanos na mikromreže 
Na mikromreže smo nanesli po 100 µl vsakega vzorca. Nosilec z mikromrežo smo prestavili 
v hibridizacijsko pečico, predogreto na 67°C (nastavitev na pečici 69,5 °C) za 24 ur s 
hitrostjo obračanja 20 obratov na minuto.  
3.2.4.8 Spiranje 
Spiranje mikromrež smo izvajali po protokolu, prikazanem v preglednici 13.  
 
Preglednica 13: Kemikalije in volumni uporabljeni v postopku spiranja mikromrež 
 Posodica Raztopina Temperatura Čas 
Razdruževanje  #1 aCGH Pufer 1 Sobna T  
Spiranje 1 #2 aCGH Pufer 1 Sobna T 5 minut 
Spiranje 2 #3 aCGH Pufer 2 37 °C 1 minuta 
 
Po koncu zadnjega koraka smo stekleni nosilec z mikromrežami zelo počasi izvlekli iz 
raztopine – 10 sekund je trajalo, saj se ob tem sušijo. Mikromreže smo takoj prestavili v 
nosilec in aktivno stran (napis Agilent je obrnjen navzgor) pokrili s steklom za zaščito proti 
ozonu. Zaprli smo nosilec in ga vstavili v čitalec, kot je prikazano na sliki 4 in 5: 
 
Slika 4: Prikaz postavitve mikromreže v nosilec za odčitavanje (Vir: Agilent …, 2016) 
 
Slika 5: Prikaz nosilca z mikromrežo in prekrivanja z zaščitnim steklom proti ozonu (Vir: Agilent …, 2016) 
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Nastavitve ob odčitavanju signala:  
- Dye channel R+G (red and green) 
- Scan region Agilent HD (61 x 21.6 mm) 
- Scan resolution 3 μm 
- Tiff file dynamic range 16 bit 
- Red PMT gain 100 % 
- Green PMT gain 100 % 
- <No XDR> 
3.2.4.9 Kontrola parametrov kvalitete s programom Agilent Cytogenomics 
Za vsak vzorec smo odprli v programu Cytogenomics poročilo o preverjanju kvalitete (FE 
QC Report). Preverili smo parametre glede na položaj vzorca na mikromreži, po sistemu, ki 
je  prikazan v preglednici 14. 
 
Preglednica 14: Sistem za označevanje preverjenih parametrov pri vzorcih nanesenih na mikromrežo 
Položaj 1_1 1_2 1_3 1_4 
DerivativeLR_Spread     
g_Signal2Noise     
r_Signal2Noise     
 
Parametre smo ocenili po naslednjih merilih:  
- DerivativeLR_Spread: najboljša kvaliteta vrednost  < 0.2, srednja kvaliteta vrednost 
med 0.2 do 0.3, nižja kvaliteta > 0.3.  
- g_Signal2Noise: najboljša kvaliteta vrednost > 100, srednja kvaliteta vrednost 30 do 
100, nižja kvaliteta vrednost < 30. 
- r_Signal2Noise: najboljša kvaliteta vrednost > 100, srednja kvaliteta vrednost 30 do 
100, nižja kvaliteta vrednost < 30. 
V primeru nižje kvalitete katerega od parametrov, je bil vzorec vključen v nadaljnjo 
obdelavo le v primeru visokih vrednosti intenzitete signala za rdeči in zeleni kanal ter v 
primeru, da na mikromreži ni bilo prisotnih lis, temnih polj in nečistoč.   
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4 REZULTATI 
Magistrskem delo je razdeljeno na del in silico in eksperimentalni del. V delu in silico smo 
posodobili podatkovno zbirko Cryptorchidism gene database, predstavili pobudo za 
standardizacijo prikaza rezultatov v študijah, ki poročajo povezave med genotipom in CO 
pri človeku, razvrstili kandidatne gene glede na klinične podatke preiskovancev s CO in 
izvedli analizo genomske razporeditve s CO povezanih lokusov. Izvedli smo tudi tri 
bioinformacijske analize, in sicer analizo določanja SRO-jev na ravni celotnega genoma, 
obogatitveno analizo bioloških poti in analizo interakcij proteinov. Nato smo primerjali 
rezultate analiz in izpostavili prednostne kandidatne gene znotraj posameznih SRO-jev. Z 
uporabo metode aCGH smo izvedli analizo CNV-jev v slovenski populaciji preiskovancev 
s CO in/ali neplodnostjo. Povzetek poteka dela  celotnega magistrskega dela je prikazan na  
sliki 6.  
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Legenda: kriptorhizem (CO), najmanjše regije prekrivanja (angl. smallest regions of overlap; SRO). 
Slika 6: Grafični povzetek poteka magistrskega dela.  
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4.1 POSODOBITEV ZBIRKE CRYPTORCHIDISM GENE DATABASE 
Prva verzija podatkovne zbirke Cryptorchidism gene database v1,  je bila  objavljena v 
članku Cannistraci in sod. (2013). V okviru te magistrske naloge pa smo izvedli dve 
posodobitvi in sicer verzija 2 (v2), ki je bila objavljena v članku Urh in Kunej (2016). V 
zadnjem letu smo izvedli še dodatno posodobitev in zbirka Cryptorchidism gene database 
v3 vsebuje informacije  iz najnovejše literature. Zbirko smo dopolnili z naslednjimi podatki: 
kariotip, število preiskovancev (preiskovanci/kontrole), podrobnosti klinične slike (starost 
ob diagnozi, prisotnost prirojenega ali pridobljenega CO, prisotnost unilateralnega ali 
bilateralnega CO), komorbidnost bolezni, ontologija bolezni, rasa/etnična pripadnost in 
identifikacijska številka objave PMID. Predlagali smo tudi prvo pobudo za  standardizacijo 
prikaza rezultatov v študijah, ki poročajo povezave med genotipom in razvojem CO.   
Posodobljena zbirka Cryptorchidism gene database v3 vsebuje 487 lokusov, povezanih z 
razvojem CO pri osmih vrstah sesalcev: človek, konj, ovca, pes, govedo, prašič, podgana in 
miš (Priloga E). Zbirka vključuje: 11 anevploidij, šest mozaicizmov, 355 protein-kodirajočih 
genov, 68 kromosomskih regij, sedem CNV-jev, eno miRNA in 39 lokusov kvantitativnih 
lastnosti (QTL-ov). Vključuje tudi dodatne informacije povezane z genomskimi in 
kliničnimi podatki, kot je ponazorjeno na sliki 6. Vključeni so podatki, ki smo jih pridobili 
iz 141 študij.  
Zbirka je izdelana v angleškem jeziku. Termin »syndromic«  se nanaša na genetske lokuse, 
povezane s kliničnimi sindromi, katerih del klinične slike je CO. V manj kot v polovici študij 
so poročali vse podrobnosti o klinični sliki CO. Navedli so podatke o starosti ob diagnozi, 
tipu CO (prirojeni/pridobljeni, unilateralni/bilateralni). Na primer, Tannour-Louet in sod. 
(2014) so v študijo vključevali preiskovance z bilateralnim CO, a so poročali tudi starost ob 
diagnozi CO pri preiskovancih. Na podlagi tega podatka smo preiskovance v omenjeni 
študiji razvrstili v neonatalno starostno skupino in v prirojeno obliko CO. Mnogo študij ne 
poroča podrobnosti klinične slike in iz tega razloga ni bilo možno določiti  ali je bil CO 
diagnosticiran kot prirojeni, ali pridobljeni. Takšno stanje na področju je razumljivo, saj je 
CO pogosto poročan kot eden od simptomov v sindromih s široko klinično sliko, kjer 
določanje kliničnega podtipa CO ni bil glavni namen študije.  
Pridobljeni genetski lokusi, povezani z razvojem CO in z njimi povezani podatki so bili 
vstavljeni v zbirko. Dodani so bili podatki o identifikacijski številki gena, identifikacijski 
številki vrste (taksonomska ID), kariotip, kromosomska proga, število preiskovancev 
(preiskovanci/kontrole), rasa/etnična pripadnost, PubMed ID reference in povezava;  
direktni dostop do izvlečka članka. Klinični podatki so vsebovali: starost ob diagnozi, 
prirojeni/pridobljeni CO, unilateralni/bilateralni CO,  ime bolezni v skladu z ontologijo 
bolezni, identifikacijska številka bolezni (DOID), ime komorbidne bolezni in njena 
ontološka identifikacijska številka. V primeru, da je bil kot genetski vzrok za razvoj CO 
navedena kromosomska regija, smo dodali tudi genomske lokacije mest prelomov 
kromosomov. 
4.1.1 Pobuda za poenotenje prikaza rezultatov v študijah povezave med genotipom 
in kriptorhizmom pri človeku 
Na osnovi pridobljenih genetskih in fenotipskih podatkov smo oblikovali pobudo za 
standardizacijo predstavljanja rezultatov v raziskavah, kjer raziskovalci poročajo o 
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povezavah med genotipom in CO pri človeku. Predlagali smo uporabo tega  
standardiziranega obrazca v originalnih, kot tudi v preglednih člankih. S predlaganim 
standardiziranim obrazcem smo dodatno razširili predhodno objavljene pobude, kot je 
STREGA (Little in sod., 2009), z dopolnitvami, ki so relevantne za  področje raziskav CO. 
S predlaganim obrazcem raziskovalci lahko učinkovito poročajo rezultate v študijah 
genetskih vzrokov za bolezni na način, ki omogoča bioinformatikom lažje izdelovanje zbirk, 
vključevanja podatkov, izmenjavo podatkov med raziskovalci, lažjo izvedbo 
bioinformacijskih analiz in načrtovanje eksperimentov. Standardizirani obrazec  poročanja 
omogoča tudi jasnejše objavljanje kliničnih podatkov, primerjavo med študijami in bolj 
učinkovito iskanje novih kandidatnih genov povezanih s CO, ali drugimi boleznimi. S tem 
se skrajša časovno obdobje od začetka integracije podatkov v zbirke do izvedbe 
eksperimentov potrditve predpostavljenih kandidatnih genov v laboratoriju. Raziskovalcem 
se priporoča poročanje petih relevantnih podatkov o: genetskem lokusu, vrsti, metodologiji, 
fenotipu in referenci. Za vsak gen ali kromosomsko regijo bi morali biti navedeni sledeči 
podatki, kot je zapisano v preglednici 15: biotip lokusa (protein-kodirajoči gen, anevploidija, 
kromosomska regija, različica števila kopij, miRNA gen itd.), simbol gena, ime gena, ID 
številka gena (angl. Entrez gene ID). V primerih, ko je kromosomska regija povezana z 
razvojem CO, je potrebno navesti tudi genomske koordinate; kromosom, začetek 
kromosomske regije in konec kromosomske regije. Omeniti je potrebno tudi podatke, kot je 
število udeležencev v študiji (preiskovanci/kontrole), rasa/etnična pripadnost pri človeku in 
klinični podatki o fenotipu: če so raziskovalci poročali o starosti ob diagnozi CO (neonatalno 
starostno obdobje, infantilno starostno obdobje, otroško starostno obdobje), ali gre za 
prirojeni CO, unilateralni (levi/desni) ali bilateralni CO. Potrebno je navesti tudi ime bolezni 
v skladu z ontologijo, ID identifikacijske številke ontologije bolezni. Eksperimentalne 
metode, uporabljene v študijah, je potrebno navesti po sistemu: kariotipiziranje, asociacijska 
študija posameznega lokusa, asociacijske študije na ravni celotnega genoma, ekspresijski 
eksperiment, živalski modeli z izbitim genom in transgeni modeli, sindromske študije, 
sekvenciranje naslednje generacije itd. Referenca mora biti dopolnjena s številko PMID. 
Primeri iz petih  študij pri človeku, ki so bili izvedeni z različnimi metolološkimi pristopi, 
kot je prikazano v preglednici 15 omogočajo vpogled v raznolikost objavljenih podatkov na 
področju (Male in sod., 2002; Rocca in sod., 2013; Bertola in sod., 2014, Tannour-Louet in 
sod., 2014; Zhou in sod., 2015). Podatki v preglednici 15 so urejeni glede na našo predlagano 
pobudo za poročanje genetskih lokusov, povezanih s CO (Urh in Kunej, 2016).   
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Preglednica 15: Prikaz obrazca za poročanje genetskih lokusov, povezanih s kriptorhizmom s primeri 
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Nadaljevanje preglednice 15 



























Klinični podatki povezani s CO:  
1. starostno obdobje ob diagnozi: 
neonatalno/infantilno/otroško, 
2. prirojeni/pridobljeni  
3. unilateralni (levi/desni)/ bilateralni 
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11383 
Podatki o komorbidnosti CO: 
n.a. 
1. Izolirani CO 
2. Povezan z boleznijo 
   -2a. Sindromski CO 

















 Referenca / Klonisch in 
sod. ( 2004),  
Tannour-Louet 
in sod. (2014),  
Cannistraci in 
sod. (2013) 
 PubMed ID / 25802106, 
24880616, 
23142270 
4.1.2 Razvrščanje kandidatnih genov glede na klinične podatke preiskovancev s 
kriptorhizmom  
Urejeni podatki v zbirki so omogočili razporeditev genov glede na klinični podtip CO. Z 
neonatalnim CO je povezano 50 lokusov, z infantilnim 14  in z otroškim podtipom 46 
lokusov. S prirojenim podtipom je povezano 65 lokusov in 53 s pridobljenim podtipom CO. 
S primeri unilateralnega CO je povezano 160 lokusov in s primeri bilateralnega 87 lokusov. 
S primeri izoliranega CO je povezano 54 lokusov, s primeri sindromskega CO 52 lokusov 
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in z različnimi primeri komorbidnosti 132 lokusov. Obstajajo tudi geni, ki so povezani z več 
kliničnimi podtipi CO.  Z unilateralnim in bilateralnim podtipom je povezanih 39 lokusov, 
med njimi so npr. AR, INSL3, SOS1 in RAF1. Pri prirojenem in pridobljenem podtipu CO je 
21 lokusov tako pri prirojenem, kot pri pridobljenem podtipu CO: npr. PTPN11, HRAS, 
SOS1 in RAF1.  Gena CHD7 in FGD1 sta povezana tako s sindromsko kot nesindromso 
obliko CO. Gen CHD7 je v povezan  tako z IHH, kot tudi s KS. Gen FGD1 je v zbirki 
povezan s fenotipom, ki je podoben sindromu Aarskog-Scott (angl. Resembling Aarskog-
Scott syndrome) in s sindromom Aarskog-Scott. Pri izoliranem podtipu in pri sindromskem 
podtipu CO se pojavljata RAF1 in SOS1. Prisotna sta tudi pri sindromu Noonan, kot tudi v 
izolirani obliki pri preiskovancih s CO. Nekateri geni so bili povezani z različnimi podtipi 
CO. Lokus CBL so poročali v povezavi z  izolirano, kot tudi nesindromsko obliko CO. Ta 
gen je bil povezan s CO v primerih sopojavljanja z izgubo sluha, zaostanka v razvoju, 
predispozicije za otroško mielomonocitno levkemijo (angl. predisposition to juvenile 
myelomonocytic leukemia; JMML) in kardiomiopatijami. 
V zbirki Cryptorchidism gene database so s CO najpogosteje povezane dismorfne obrazne 
poteze (povezanez 72 lokusi), sledi jim zaostanek v razvoju (povezan s 35 lokusi), hipotonija 
(povezana z 28 lokusi), brahicefalija (povezana s 14 lokusi), mikrodelecijski sindrom 
17q21.31 (povezan z 12 lokusi), napake v spolnem razvoju (povezane z 11 lokusi) in 
hipospadije (povezane z devetimi lokusi). 
Na sliki 7 A je prikazana celotna komorbidnost CO  s 93 boleznimi, ki smo jih zbrali iz 
literature in vnesli  v zbirko Cryptorchidism gene database. Ker je CO prisoten v klinični 
sliki pri zelo heterogenem seznamu bolezni, so bile bolezni označene po barvnem sistemu, 
razloženem v legendi. Ločene so bile na sledeče skupine bolezni: sindromi, reproduktivne , 
kostne endokrine, kožne, hematološke, nevrološke, srčne, urološke, očesne, sistemske 
bolezni, bolezni prebavnega sistema, rak, okvare sluha in  napake v razvoju. 
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Legenda: IFAP/BRESHECK (OMIM ID: 308205), je s kromosomom X povezano obolenje več prirojenih bolezni z različnimi stopnjami. 
Klasična triada IFAP obsega ihtiozo follicularis, atrichio in fotofopijo. Nekateri preiskovanci imajo dodatne simptome, kot so mentalna 
zaostalost, anomalije možgan, Hirschprungova bolezen, kornealne opacifikacije, displazija ledvic, CO, skeletalne malformacije, kar 
sestavlja sindrom BRECHECK. OA/TOF: Oesophagealna Atrezia//Tracheo-Oesophagealna Fistula. HH: hipogonadotropni 
hipogonadizem. 
Slika 7: Prikaz komorbidnosti kriptorhizma v zbirki Cryptorchidism gene database s programom Cytoscape. 
A: Skupen prikaz komorbidnosti kriptorhizma in B: Prikaz izseka komorbidnosti kriptorhizma  
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Slika 7 B prikazuje izsek prikaza komorbidnosti CO z boleznimi vključenimi v zbirko 
Cryptorchidism gene database. Na primer, z reproduktivnimi boleznimi so na izseku 
povezane idiopatska neplodnodnost, oligospermija, napaka desnega testisa in testikularna 
feminizacija.   
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Legenda: sindrom MEND (OMIM ID: 300960): Bolezen EBP pri moškem, z nevrološkimi napakami (angl. Male EBP disorder with 
neurologic defects), sindrom KBG (OMIM ID: 148050; redek sindrom, kratice predstavljajo priimke prvih treh družin diagnosticiranih s 
sindromom; simptomi najpogosteje obsegajo nenavadne obrazne poteze, skeletalne nepravilnosti in mentalno zaostalost), sindrom TDS: 
sindrom testikularne disgeneze.  
Slika 8: Prikaz sindromov v zbirki Cryptorchidism gene database. A: Skupen prikaz sindromov, ki imajo v 
klinični sliki kriptorhizem in B: Izsek prikaza sindromov, ki imajo v klinični sliki kriptorhizem  
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Na sliki 8 A je prikazanih 39 sindromov, pri katerih je CO prisoten v klinični sliki. Iz 
prikazov tako nesindromske, kot tudi sindromske komorbidnosti lahko razberemo visoko 
heterogenost bolezni, ki se pojavljajo hkrati s CO, kar potrjuje večfaktorsko naravo te 
bolezni. Izsek prikaza komorbidnosti sindromov s CO v zbirki Cryptorchidism gene 
database je prikazan na sliki 8 B. Prikazanih je osem sindromov med katerimi so: sindrom 
Prader-Willi, KS, sindrom MEND, sindrom KBG, delecijski sindrom 15q25, 
mikrodelecijski sindrom 2p15p16.1, delecijski sindrom 10q in sindrom TDS.  
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Slika 9: Prikaz genomske razporeditve lokusov za sindrome s kriptorhizmom v klinični sliki s programom 
Phenogram 
Slika 9 prikazuje genomsko razporeditev lokusov, povezanih s sindromi, pri katerih je CO 
prisoten v klinični sliki z uporabo programa Phenogram. Iz rezultatov genomske 
razporeditve lahko razberemo, da se lokusi povezani s sindromi, pri katerih se pojavlja CO, 
nahajajo na 16 kromosomih. Največ lokusov za te sindrome se nahaja na kromosomih: X 
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(n=11), kromosomu 1 (n=5) in kromosomu 11 (n=4). Posamezni sindromi so na sliki 9 
označeni z barvami kot prikazuje legenda. 
Kriptorhizem je torej glede na klinične podtipe (pojavljanja v različnih starostnih obdobjih 
in unilateralni ali bilateralni obliki) zelo heterogena bolezen. Pogosto se pojavlja skupaj z 
drugimi boleznimi, pri nesindromskih boleznih, kot tudi pri sindromih. 
4.1.3 Primerjalna analiza pri sesalcih 
V podatkovni zbirki Cryptorchidism gene database je z vsaj dvema vrstama povezano 22 
lokusov, od tega z dvema vrstama 19 lokusov, s tremi vrstami sta povezana dva lokusa. 
Podatki o imenih lokusov ter pri katerih vrstah so lokusi povezani s CO, so prikazani v 
preglednici 16.  
 
Preglednica 16: Podatki o lokusih v zbirki Cryptorchidism gene database, ki so s kriptorhizmom povezani pri 
vsaj dveh vrstah. S sivo barvo so označeni lokusi, za katere so poročali povezavo s CO pri treh vrstah. 
Ime lokusa Vrsta 
ACTB podgana, človek 
AR miš, človek 
AMH miš, konj, človek 
ARID5B podgana, človek 
BMP7 podgana, človek 
CLDN11 miš, človek 
CYP19A1 miš, človek 
EPHA4 podgana, miš 
ESR1 miš, človek 
FGFR1 podgana, človek 
HRAS podgana, človek 
INSL3 ovca, miš, človek 
MAP2K2 podgana, človek 
MBTPS2 miš, človek 
MECP2 miš, človek 
NR5A1 miš, človek 
RAC1 podgana, človek 
RET  miš, podgana, človek 
RXFP2 (LRG8/GREAT)  miš, človek 
SOS1 podgana, človek 
VAMP7  miš, človek 
WT1 miš, človek 
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V primerih, kjer je bil lokus povezan s CO pri dveh vrstah, smo izvedli dodatni pregled 
literaure. S tem smo pridobili publikacijo Nishio in sod. (2014), v kateri so poročali 
povezavo gena Ret z znižanim izražanjem v testisih podgane s CO. Na podlagi podatkov 
omenjene študije bomo gen Ret s pripadajočimi podatki vključili v naslednjo posodobitev 
zbirke Cryptorchidism gene database. 
4.2 BIOINFORMACIJSKE ANALIZE 
Povzetek rezultatov bioinformacijskih analiz; identifikacije SRO-jev na ravni celotnega 
genoma, obogatitvene analize bioloških poti, analize interakcij med proteini, izvedenih v 
magistrskem delu je prikazan na sliki 10.  
 
Slika 10: Povzetek rezultatov treh bioinformacijskih analiz izvedenih v magistrskem delu 
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4.2.1 Identifikacija najmanjših regij prekrivanja povezanih z razvojem kriptorhizma 
pri človeku  
Na podlagi posodobljene zbirke Cryptorchidism gene database smo lokuse razporedili glede 
na genomsko lokacijo in na ravni celotnega genoma določili SRO-je, povezane z razvojem 
CO. Analizo smo izvedli na osnovi regij, udeleženih v kromosomske mutacije in CNV-jev. 
Identificirali smo 18 SRO-jev, med katerimi je 13 novo identificiranih. Na podlagi 
primerjave genomske lokacije SRO-jev in anotiranih genov, smo ugotovili, da je v SRO-jih 
prisotnih 60 človeških CO genov. Med temi 60 geni obstajajo štirje, pri katerih so bili s CO 
povezani tudi ortologi. Pregled poteka dela študije, ki obsega identifikacijo SRO-jev, je 
prikazan na sliki 11.   
 
Slika 11: Prikaz postopka in rezultatov razvrščanja lokusov glede na genomsko lokacijo v zbirki 
Cryptorchidism gene database ter identifikacije SRO-jev na ravni celotnega genoma 
4.2.1.1 Genomska razporeditev lokusov povezanih z razvojem kriptorhizma pri človeku 
Od 487 lokusov, povezanih z razvojem CO pri osmih vrstah, jih je 281 povezanih s CO pri 
človeku in vključujejo različne lokuse, kot so kromosomske mutacije, gene in CNV-je. 
Lokusi, povezani s CO, se nahajajo na vseh kromosomih, razen na kromosomu 18. 
Kromosom 10 vključuje najvišje število lokusov, povezanih z razvojem CO (n=61 lokusov), 
sledi mu kromosom X (n=51 lokusov), kromosom 2 (n=37 lokusov) in kromosom 15 (n=22 
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lokusov). V preglednici 17 so v prvem delu prikazana absolutna števila genov za CO  glede 
na  kromosom in v drugem delu relativna števila genov za CO glede na velikost kromosoma 
v bp. Prva dva kromosoma v obeh  analizah sta kromosoma 10 in X.  
Preglednica 17: Prikaz števila lokusov za kriptorhizem po kromosomih in primerjava števila genov za CO 
glede na velikost kromosomov v bp 
Število CO lokusov na 
kromosomih 
  Število CO lokusov glede na obseg kromosoma v bp 
Kromosom Število CO 
lokusov na 
kromosomu 
  Kromosom Število bp 
kromosoma 





10 1,34E+08 4,56E-07 
X 51 
 
X 1,56E+08 3,27E-07 
2 37 
 
15 1,02E+08 2,16E-07 
15 22 
 
2 2,42E+08 1,53E-07 
7 21 
 
11 1,35E+08 1,41E-07 
11 19 
 
Y 57227415 1,40E-07 
17 10 
 
7 1,59E+08 1,32E-07 
Y 8 
 
17 83257441 1,20E-07 
1 8 
 
19 58617616 8,53E-08 
3 7 
 
16 90338345 5,53E-08 
19 5 
 
3 1,98E+08 3,53E-08 
16 5 
 
1 2,49E+08 3,21E-08 
4 4 
 
20 64444167 3,10E-08 
9 4 
 
9 1,38E+08 2,89E-08 
5 3 
 
12 1,33E+08 2,25E-08 
6 3 
 
21 46709983 2,14E-08 
8 3 
 
4 1,9E+08 2,10E-08 
12 3 
 
8 1,45E+08 2,07E-08 
14 2 
 
22 50818468 1,97E-08 
20 2 
 
14 1,07E+08 1,87E-08 
13 1 
 
6 1,71E+08 1,76E-08 
21 1 
 
5 1,82E+08 1,65E-08 
22 1 
 
13 1,14E+08 8,74E-09 
18 0 
 
18 80373285 0 
 
V drugi analizi (število genov za CO glede na velikost kromosoma) je kromosom 20 uvrščen 
višje na seznamu, kromosom 5 in kromosom 6 pa sta  nižje na seznamu. Kromosom 20 ima 
le dva CO lokusa, BMP7 in PROKR2, a ker je manjši, je v drugi analizi uvrščen višje. 
Kromosom 5 vsebuje tri CO lokuse, kromosomsko regijo 5p15.2, gen MSX2 na regiji 5q35.2 
in gen NSD1, na regiji 5q35. Kromosom 6 vsebuje tri CO lokuse, ESR1, FANCE in RAB23. 
Zaradi velikosti sta kromosoma 5 in 6 v drugi analizi uvrščena nižje. 
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4.2.1.2 Identificirane najmanjše regije prekrivanja povezane s kriptorhizmom pri človeku 
Določanje SRO-jev smo izvedli  na podlagi zbirke, v kateri so bili CO lokusi razvrščeni 
glede na genomsko lokacijo. Analizo smo izvedli z ročnim določanjem prekrivajočih se 
kromosomskih mutacij. Mutacije, vključene v analizo, so bile: delecije, duplikacije, 
inverzije, CNV-ji in derivativni kromosomi. Za identifikacijo SRO-jev smo uporabili 68 
kromosomskih regij in 5 CNV-jev, opisanih v 38 študijah. Pred identifikacijo SRO-jev so 
bile informacije o vsaki vključeni regiji urejene glede na pet podatkovnih tipov: referenca, 
ki poroča kromosomsko regijo, podatki o preiskovancu (ID preiskovanca/poročanje o 
primeru (angl. case report)/sindrom povezan s CO), informacije o kromosomski progi in 
tipu mutacije, koordinate kromosomske proge, ki je bila objavljena v članku, prevedene 
koordinate kromosomske proge glede na izdajo človeškega genoma GRCh38. V primerih, 
kjer je bila poročana le kromosomska proga, smo genomske koordinate kromosomskih 
prelomov in poročanih regij pridobili z uporabo podatkovne zbirke UCSC,  izdaja genoma 
GRCh38. Na tak način smo dopolnili genomske lokacije kromosomskih prog, o katerih so 
poročali v študiji Klonisch in sod. (2004) in Moreno-Garcia in sod. (2002).  
Rezultati GW-SRO so prikazani v preglednici 18, v kateri so za vsak SRO navedeni naslednji 
podatki:  kromosomska proga, lokacija v bp, velikost v bp, ime genov za CO, znotraj SRO 
in število vseh anotiranih genov. 
 























550000 EHBP1, OTX1, WDPCP 11 
7p22.1 7:5430210 
-5760088 
329878 ACTB, FBXL18, FSCN1, RNF216 10 
9p11-q13 9:40000000-
65000000 
25000000 / 199 
10p14 10:6600000-
12200000 




1102174 WDR11, PLPP4 (PPAPDC1A) 14 
10q26.2 10:125700000-
128800000 
3100000 DOCK1, C10ORF90 37 
Se nadaljuje 
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1460350 RPS17, CPEB1, AP3B2, WHAMM, LOC283693, HOMER2, FSD2, 
FAM103A1, C1515orf40, TM6SF1, HDGFRP3, BTBD1, BNC1, 




424162 MAPT, CRHR1-IT1, CRHR1, SPPL2C, STH, KANSL1 15 
Xp21.1 X:31500000-
37800000 





4400000 AMER1 32 
Xq12 X:67352415-
67505178 
152763 / 1 
Xq26.1 X:129500000-
131300000 
1800000 OCRL 33 
Xq28-A X:148000000-
150691059 
2691059 / 41 
Xq28-B X:152429528-
155620339 
3190811 MAGEA6, L1CAM, IDH3G, SLC6A8, IRAK1, MECP2, BRCC3, FLNA 152 
Xq28-C X:155820463- 
155979195 
158732 VAMP7 4 
*podčrtani geni se pojavljajo tudi kot ortologi v živalskih modelih 
Določeni SRO-ji se nahajajo na osmih kromosomih. Najvišje število SRO-jev je prisotno na 
kromosomu X (n=7) in kromosomu 10 (n=3), sledita pa jima kromosom 15 (n=2) in 
kromosom 2 (n=2). Po en SRO je prisoten na kromosomih 7, 9, 11 in 17. Povprečna velikost 
identificiranih SRO-jev je 3,1 Mbp. Najmanjši SRO se nahaja na 10p14 s 64 kbp, medtem 
ko se največji SRO nahaja na 9p11-q13 z 25 Mbp. Podrobnejši prikaz identifikacije SRO-
jev in rezultatov je v prilogi F, ki prikazuje 18 identificiranih SRO-jev s pripadajočimi 
informacijami. Genomske lokacije in velikosti SRO-jev so prikazane v preglednici 18.  
Genomske lokacije 18 identificiranih SRO-jev so prikazane na sliki 12. Najmanjše regije 
prekrivanja so poimenovane glede na kromosomsko progo, na kateri se nahajajo. Na regiji 
Xq28 so bili določeni trije SRO-ji in  so zato označeni kot Xq28-A, -B in –C.  
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Slika 12: Prikaz genomske razporeditve 18 identificiranih najmanjših regijah prekrivanja 
Dva primera identificiranih SRO-jev na 11p13 in Xq11.1-q11.2 s pripadajočimi podatki sta 
prikazana na sliki 13. Območje SRO, identificirano na regiji 11p13, je bilo določeno na 
podlagi treh mutacij. Vsebuje primer z  mikrodelecijo na 11p13, o katerem so poročali v 
študiji Seabra in sod. (2014), regijo 11p13, povezano s sindromom Denys-Drash in 
genitourinarno displazijo komponente sindroma WAGR (Klonisch in sod., 2004) in  delecijo 
del(11)(p12p13) pri preiskovancu s CO, o katerem so poročali v študiji Moreno-Garcia in 
sod., 2002 (Slika 13 A). Slika 13 B prikazuje SRO, ki je bil določen na podlagi regije Xq11-
q12, povezane s sindromom testikularne feminizacije, ki je povezan s CO in regije  Xp11.3-
q12, ki je povezana z boleznijo Arthrogryposis multiplex congenita, ki je prav tako povezana 
s CO  (Klonisch in sod., 2004).   
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Slika 13: Dva primera identificiranih najmanjših regij prekrivanja. SRO na regiji 11p13 (A) in Xq11.1-q11.2 
(B) 
Od 18 identificiranih SRO-jev, je 13 novih, identificiranih z uporabo pristopa GW-SRO, 
razvitega v tej raziskavi na osnovi analize genoma človeka. Pet SRO-jev, povezanih z 
razvojem CO, je bilo predhodno identificiranih na regijah: 7p22.1 (Goitia in sod., 2015; 
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Pebrel-Richard in sod., 2014), 10q26.12 (Choucair in sod., 2015), 15q25.2 (Burgess in sod., 
2013), 17q21.31 (Koolen in sod., 2008) in Xq28-C (Tannour-Louet in sod., 2014). 
Novi SRO-ji so bili identificirani ali s prekritjem predhodno objavljenih SRO-jev genomskih 
regij vključenih v kromosomske mutacije (dva primera), ali pa s primerjavo podatkov o 
genomskih regijah, vključenih v kromosomske mutacije preiskovancev iz različnih študij 
(11 primerov). Tri SRO-je predhodno določene na regijah 2p15p16.1 (Piccione in sod., 
2012), 2p15 (Jorgez in sod., 2014) in 2p14-p15 (Hancarova in sod., 2013), smo prekrili in 
tako določili dva nova SRO-ja na 2p15-p16.1 in 2p15. Na novo identificirani SRO-ji se 
nahajajo na regijah: 2p15-p16.1, 2p15, 9p11q13, 10p14, 11p13, 10q26.2, 15q11, 15q25.2, 
Xp21.1, Xq12, Xq26.1, Xq28-A in Xq28-B.   
Tako novi, kot predhodno identificirani SRO-ji so opisani v sledečih poglavjih (4.2.1.3-
4.2.1.20),  slika 14 prikazuje vseh 18 SRO-jev, podrobnejši grafični prikaz SRO-jev je v 
prilogi F.  
 
Slika 14: Skupni prikaz 18 identificiranih najmanjših regij prekrivanja za kriptorhizem. 
4.2.1.3 Najmanjša regija prekrivanja na 2p15-p16.1 
V tem primeru gre za enega od dveh primerov, pri katerih smo določili nov SRO na osnovi 
predhodno določenih SRO-jev. Podatki o prekritju so prikazani na sliki 15. Novi SRO na 
regiji 2p15-p16.1 je bil identificiran s prekritjem  treh primerov. SRO, določenega v študiji 
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Piccione in sod. (2012) za 2p15-p16.1, mikrodelecije poročane v študiji Jorgez in sod. (2014) 
in  primera iz študije de Leeuw in sod. (2008). Iz teh študij smo upoštevali samo 
preiskovance, ki so imeli v klinični sliki CO. Piccione in sod. (2012) so poročali o dveh 
preiskovancih z mikrodelecijo 2p15p16.1 in pri enem od preiskovancev je bil prisoten 
prirojeni CO. Iz genomskih brskalnikov smo pridobili 21 genov, ki so anotirani na tej regiji. 
Med temi geni so štirje, ki so bili predhodno povezani s CO: PUS10, PEX13, USP34 in 
XPO1.  
 
Slika 15: Podatki o prekritju kromosomskih regij za SRO 2p15-p16.1 
4.2.1.4 Najmanjša regija prekrivanja na 2p15 
V tem primeru gre za enega od dveh primerov, pri katerih smo določili nov SRO na osnovi 
predhodno določenih SRO-jev. Podatki o prekritju so prikazani na  sliki 16. Najmanjša regija 
prekrivanja na 2p15 je bil identificirana s prekritjem kritične regije za mikrodelecijski 
sindrom 2p14-p15, o katerem so poročali v študiji Hancarova in sod. (2013), s tremi 
preiskovanci iz študije Jorgez in sod. (2014). Hancarova in sod. (2013) so poročali kritično 
regijo za preiskovance z mikrodelecijo 2p14-p15, kjer se v klinični sliki pogosto pojavlja 
CO in v raziskavi opisali še primere te mikrodelecije iz objavljene literature. Preiskovanec, 
o katerem so poročali v študiji Hancarova in sod. (2013), ima pridobljeni CO, intelektualno 
zaostalost in delecijo de novo obsega 3,7 Mb na 2p14-p15. Jorgez in sod. (2014) so poročali 
o več preiskovancih z genitourinarnimi napakami na 2p15, ki obsegajo gen OTX1 in naredili 
pregled  literature za mikrodelecije 2p15-p16.1 in 2p14-p15. Za identifikacijo SRO na 2p15 
smo iz študij Jorgez in sod. (2014) in Hancarova in sod. (2014) vključili le preiskovance s 
CO. Skupno je na tej regiji SRO anotiranih 11 genov, vključujoč tri gene, ki so bili 
predhodno povezani s CO: EHBP1, OTX1 in WDPCP.  
Urh K. Primerjalna analiza genetskih vzrokov za razvoj kriptorhizma pri sesalcih.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
46 
 
Slika 16: Podatki o prekritju kromosomskih regij za SRO 2p15 
4.2.1.5 Najmanjša regija prekrivanja na 7p22.1 
V tem primeru gre za enega od petih primerov SRO-jev, ki so bili določeni predhodno. 
Podatki o prekritju so prikazani na  sliki 17. Najmanjša regija prekrivanja na regiji 7p22.1 je 
bila predhodno določena v študiji Goitia in sod. (2015) s prekritjem  podatkov objavljenih v 
študijah Pebrel-Richard in sod. (2014) in Chui in sod. (2011). Goitia in sod. (2015) so 
identificirali in zožili kritično regijo za duplikacijo 7p22, kjer je v klinični sliki pogost CO,  
na osnovi preiskovanca, ki je imel klinično sliko podobno predhodno poročanim primerom 
z enako mutacijo. Skupno je na tej regiji SRO anotiranih 10 genov, vključujoč gene, ki so 
bili predhodno povezani s CO: FBXL18, ACTB, FSCN1 in RNF216.  
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Slika 17: Podatki o prekritju kromosomskih regij za SRO 7p22.1 
4.2.1.6 Najmanjša regija prekrivanja na 9p11q13  
V tem primeru gre za SRO, ki smo ga v tej študiji določili na novo. Podatki o prekritju za  
SRO 9p11q13 so prikazani na sliki 18. Najmanjšo regijo prekrivanja na 9p11q13 smo 
določili s  prekritjem podatkov o kromosomskih spremembah  treh preiskovancev študije 
Sasagawa in sod. (1996), ki so izvedli kromosomsko analizo pri 160 preiskovancih s CO. 
Najmanjša regija prekrivanja vsebuje 199 anotiranih genov, a še nobenega  gena, 
povezanega s CO.  
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Slika 18: Podatki o prekritju kromosomskih regij za SRO 9p11q13 
4.2.1.7 Najmanjša regija prekrivanja na 10p14 
V tem primeru gre za SRO, ki smo ga v tej študiji določili na novo. Podatki o prekritju za 
SRO 10p14 so prikazani na sliki 19. Najmanjša regija prekrivanja na regiji 10p14 je bila 
določena na osnovi mutacij dveh preiskovancev, in sicer s prekritjem kromosomske regije  
preiskovanca z duplikacijo 10p14 iz študije Tannour-Louet in sod. (2010), ki je imel  motnje 
v spolnem razvoju in preiskovanca z delecijo na regiji 10p14, opisanega v študiji Melis in 
sod. (2012). Najmanjša regija prekrivanja vsebuje 69 anotiranih genov, vključno z genom 
UPF2, ki je vključen v zbirko genov za CO.  
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Slika 19: Podatki o prekritju kromosomskih regij za SRO 10p14 
4.2.1.8 Najmanjša regija prekrivanja na 10q26.12 
V tem primeru gre za enega od petih predhodno določenih SRO-jev. Podatki o prekritju za 
SRO 10q26.12 so prikazani na sliki 20. Najmanjša regija prekrivanja 10q26.12 je bila 
določena v predhodni objavi Choucair in sod. (2015) kot kritična regija za razvoj anomalij 
spolovil pri preiskovancih z delecijskim sindromom 10q. Choucair in sod. (2015) so poročali 
o preiskovancu s  pridobljenim CO in določili SRO na podlagi primerjave z že poročanimi 
primeri  delecijskega sindroma 10q (Fryns in sod., 1989; Mardo in sod., 2008; Miller in sod., 
2009; Ogata in sod., 2000; Piard in sod., 2014; Tosur in sod., 2015; Zatterale in sod., 1983). 
Regija SRO vsebuje 14 anotiranih genov, od tega dva gena povezana s CO.  
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Slika 20: Podatki o prekritju kromosomskih regij za SRO 10q26.12 
4.2.1.9 Najmanjša regija prekrivanja na regiji 10q26.2 
V tem primeru gre za SRO, ki smo ga v tej študiji določili na novo. Podatki o prekritju za 
SRO 10q26.2 so prikazani na sliki 21. Najmanjšo regijo prekrivanja na regiji 10q26.2 smo 
določili  s prekritjem podatkov o preiskovancih iz študij Evans-Jones in sod. (1983), Irving 
in sod. (2003), Yatsenko in sod. (2009) in Waggoner in sod. (1999). Omenjeni SRO vsebuje 
37 anotiranih genov, od tega dva gena povezana s CO.  
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Slika 21: Podatki o prekritju kromosomskih regij za SRO 10q26.2 
4.2.1.10 Najmanjša regija prekrivanja na 11p13 
V tem primeru gre za SRO, ki smo ga v tej študiji določili na novo. Postopek identifikacije 
SRO je podrobneje prikazan na 13 A, podatki o prekritju kromosomskih mutacij za 
določanje SRO 11p13 so prikazani na sliki 22. Najmanjšo regijo prekrivanja na regiji 11p13 
smo določili s prekritjem podatkov o kromosomskih regijah, povezanih s CO v treh študijah: 
Seabra in sod. (2014), Moreno-Garcia in sod. (2002) in Klonisch in sod. (2004). Najmanjša 
regija prekrivanja vsebuje 28 anotiranih genov, od katerih jih je devet povezanih s CO.  
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Slika 22: Podatki o prekritju kromosomskih regij za SRO 11p13 
4.2.1.11 Najmanjša regija prekrivanja na 15q11 
V tem primeru gre za SRO, ki smo ga v tej študiji določili na novo. Podatki o prekritju za 
SRO 15q11 so prikazani na sliki 23. Najmanjša regija prekrivanja v območju 15q11 je bila 
določena s prekritjem podatkov o kromosomskih regijah povezanih s CO v študijah 
Tannour-Louet in sod. (2010) in Klonisch in sod. (2004). Najmanjša regija prekrivanja 
vsebuje 164 anotiranih genov, od katerih sta dva  povezana s CO.  
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Slika 23: Podatki o prekritju kromosomskih regij za SRO 15q11 
4.2.1.12 Najmanjša regija prekrivanja na 15q25.2 
V tem primeru gre za enega od petih predhodno določenih SRO-jev. Podatki o prekritju za 
15q25.2 so prikazani na sliki 24. Najmanjša regija prekrivanja na območju 15q25.2 je bila 
predhodno določena v študiji Burgess in sod. (2013), kjer so poročali o SRO-ju na 15q25.2 
za preiskovance s proksimalno mikrodelecijo, pri kateri je CO pogost simptom. V SRO sta 
vključena tudi preiskovanca iz študije Wat in sod. (2010). Najmanjša regija prekrivanja na 
regiji 15q25.2 vključuje 47 anotiranih genov in najvišje število s CO povezanih genov in 
sicer 16.  
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Slika 24: Podatki o prekritju kromosomskih regij za SRO 15q25.2 
4.2.1.13 Najmanjša regija prekrivanja na 17q21.31 
V tem primeru gre za enega od petih predhodno določenih SRO-jev. Podatki o prekritju za 
SRO 17q21.31 so prikazani na sliki 25. Najmanjša regija prekrivanja na območju 17q21.31 
je bila predhodno določena v študiji Koolen in sod. (2008), ki so identificirali in zožili 
kritično regijo za mikrodelecijski sindrom 17q21.31. Identifikacija SRO-ja je bila izvedena 
z analizo 22 preiskovancev z mikrodelecijo na tej regiji. V SRO so vključeni le preiskovanci 
s CO. Regija vsebuje 15 anotiranih genov, od katerih jih je šest povezanih s CO.  
Urh K. Primerjalna analiza genetskih vzrokov za razvoj kriptorhizma pri sesalcih.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
55 
 
Slika 25: Podatki o prekritju kromosomskih regij za SRO 17q21.31 
4.2.1.14 Najmanjša regija prekrivanja na Xp21.1 
V tem primeru gre za SRO, ki smo ga v tej študiji določili na novo. Najmanjšo regijo 
prekrivanja na regiji Xp21.1 smo  določili s prekritjem dveh regij, poročanih v študiji 
Klonisch in sod. (2004), ki sta povezani s CO. Podatki o prekritju kormosomskih mutacij za 
določitev SRO Xp21.1 so prikazani na sliki 26. Regija Xp21.1 je povezana s CO in 
sindromom Aarskog-Scott, regija Xp21.1-p11.22 je povezana s sindromom mentalne 
zaostalosti in z dismorfizmom, vezanim na  kromosomom X (angl. mental retardation, X-
linked dysmorphism). Najmanjša regija prekrivanja vsebuje 49 anotiranih genov, med 
katerimi še ni genov za CO.  
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Slika 26: Podatki o prekritju kromosomskih regij za SRO Xp21.1 
4.2.1.15 Najmanjša regija prekrivanja na Xq11.1-q11.2 
V tem primeru gre za SRO, ki smo ga v tej študiji določili na novo. Za SRO na regiji Xq11.1-
q11.2 smo prekrili dve regiji poročani v študiji Klonisch in sod. (2004), ki sta povezani s 
CO. Preiskovanec z mutacijo Xp11.3-q11.2 je imel artrogripozo (angl. arthrogryposis 
multiplex congenita) in preiskovanec z mutacijo Xq11-q12 je imel testikularno feminizacijo. 
Podatki o prekritju  za Xq11.1-q11.2 so prikazani na sliki 27 in določeni  SRO je prikazan 
tudi na sliki 13. Najmanjša regija prekrivanja vsebuje 32 genov, med katerimi je bil s CO 
povezan gen AMER1,  v raziskavi Hague in sod. (2017). Pri dečku so ugotovili premik 
bralnega okvirja gena AMER1 in somatski mozaicizem za bolezen osteopatia striata s 
kranialno sklerozo.  
. 
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Slika 27: Podatki o prekritju kromosomskih regij za SRO Xq11.1-q11.2 
4.2.1.16 Najmanjša regija prekrivanja na Xq12 
V tem primeru gre za SRO, ki smo ga v tej študiji določili na novo. Podatki o prekritju  za 
Xq12 so prikazani na sliki 28. Najmanjša regija prekrivanja na območju Xq12 je bila 
določena s primerjavo genomskega območja duplikacije Xq12 (Tannour-Louet in sod., 
2010) in  Xq12-q21.31, ki je v študiji Klonisch in sod. (2004) povezana s CO in sindromom 
FG. Najmanjša regija prekrivanja vsebuje le en anotiran gen, psevdogen AL049641.1, ki še 
ni povezan s CO.  
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Slika 28: Podatki o prekritju kromosomskih regij za SRO Xq12 
4.2.1.17 Najmanjša regija prekrivanja na Xq26.1 
V tem primeru gre za SRO, ki smo ga v tej študiji določili na novo. Podatki o prekritju za 
SRO Xq26.1 so prikazani na sliki 29. Za SRO na regiji Xq26.1  smo prekrili dve regiji, 
poročani v študij Klonisch in sod. (2004), ki sta povezani s CO. Regija Xq26.1 je povezana 
s CO in sindromom Lowe (okulo-cerebro-renalni sindrom) (angl. Lowe syndrome, 
oculocerebrorenal syndrome) inXq25-q27 je povezana s CO in sindromom Dandy-Walker. 
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Regija vsebuje 33 anotiranih genov, vključno z genom OCRL, ki je povezan s CO in vključen 
v našo zbirko.  
 
 
Slika 29: Podatki o prekritju kromosomskih regij za SRO Xq26.1 
4.2.1.18 Najmanjša regija prekrivanja na Xq28-A 
V tem primeru gre za SRO, ki smo ga v tej študiji določili na novo. Podatki o prekritju za 
SRO Xq28-B so prikazani na sliki 30. Najmanjšo regijo prekrivanja na regiji Xq28-A smo 
določili s prekritjem kromosomskih sprememb, opisanih v devetih študijah (Gecz in sod., 
1999; Goodman in sod., 1998; Klonisch in sod., 2004; Kokalj-Vokac in sod., 2004; Lachlan 
in sod., 2004; Lahn in sod., 1994; Lammer in sod., 2001; Novelli in sod., 2004; Vasquez in 
sod., 1995). Regija Xq27-q28 je bila v študiji Klonisch in sod. (2004) povezana s CO, regija 
Xq28 z Lenz displazijo, sindromom TKCR (tortikolis, keloidi, kriptorhizem, renalna 
displazija, (angl. torticollis, keloids, cryptorchidism, renal dysplasia syndrome) in 
frontometafizealno displazijo. Najmanjša regija prekrivanja vsebuje 41 anotiranih genov, in 
med njimi ni genov za CO.  
 
Urh K. Primerjalna analiza genetskih vzrokov za razvoj kriptorhizma pri sesalcih.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
60 
 
Slika 30: Podatki o prekritju kromosomskih regij za SRO Xq28-A 
4.2.1.19 Najmanjša regija prekrivanja na Xq28-B 
V tem primeru gre za SRO, ki smo ga v tej študiji določili na novo. Podatki o prekritju za 
SRO Xq28-B so prikazani na sliki 31. Najmanjšo regijo prekrivanja na regiji Xq28-B smo 
določili s prekritjem kromosomskih sprememb v devetih študijah (Gecz in sod., 1999; 
Goodman in sod., 1998; Jezela-Stanek in sod., 2011; Klonisch in sod., 2004; Kokalj-Vokac 
in sod., 2004; Lahn in sod., 1994; Lammer in sod., 2001; Novelli in sod., 2004; Vasquez in 
sod., 1995). Regija Xq27-q28 je bila v študiji Klonisch in sod. (2004) povezana s CO, regija 
Xq28 z Lenz displazijo (angl. Lenz displasia) sindromom TKCR in frontometafizealno 
displazijo. Regija SRO vsebuje 152 anotiranih genov in osem jih povezano s CO. 
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Slika 31: Podatki o prekritju kromosomskih regij za SRO Xq28-B 
4.2.1.20 Najmanjša regija prekrivanja na Xq28-C 
V tem primeru gre za enega od petih predhodno določenih SRO-jev. Podatki o prekritju za 
SRO Xq28-C so prikazani na sliki 32. Najmanjša regija prekrivanja na regiji Xq28-C je bila 
predhodno določena v študiji Tannour-Louet in sod. (2014) in vključuje preiskovance iz 
desetih  študij (Gecz in sod., 1999; Goodman in sod., 1998; Klonisch in sod., 2004; Kokalj-
Vokac in sod., 2004; Lahn in sod., 1994; Lammer in sod., 2001; Novelli in sod., 2004; 
Tannour-Louet in sod., 2010; Vasquez in sod., 1995). Regija Xq27-q28 je bila v študiji 
Klonisch in sod. (2004) povezana s CO, regija Xq28 z Lenz displazijo, sindromom TKCR 
in frontometafizealno displazijo. Regija vsebuje štiri anotirane gene, vključno z genom 
VAMP7 (angl. vesicle associated membrane protein 7), ki je vključen v našo zbirko genov 
za CO in je bil v študiji Tannour-Louet in sod. (2014) izpostavljen kot potencialni vzročni 
dejavnik za razvoj CO.  
 
Urh K. Primerjalna analiza genetskih vzrokov za razvoj kriptorhizma pri sesalcih.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
62 
 
Slika 32: Podatki o prekritju za SRO Xq28-C 
4.2.1.21 Določanje anotiranih genov znotraj najmanjših regij prekrivanja 
Po identifikaciji SRO-jev smo analizirali gene znotraj teh regij, in sicer: 1.  vse anotirane 
gene, 2. gene, predhodno povezane s CO in 3. gene, katerih ortologi so bili povezani s CO 
pri drugih vrstah sesalcev.  Vse anotirane gene v regijah smo določili z uporabo genomskega 
brskalnika Ensembl. Skupno število genov prisotnih v SRO-jih je 927. Ti geni so anotirani 
pod sledečimi biotipi: protein-kodirajoči, znane miRNA, geni v protismerni orientaciji (angl. 
antisense genes), znani procesirani psevdogeni, znani neprocesirani psevdogeni, znane 
lincRNA, nove misc RNA, znani intronski geni v smerni orientaciji (angl. known sense 
intronic genes), znane snRNA, znani prepisani neprocesirani psevdogeni, znani IG V 
psevdogeni (variabilna regija imunoglobulina).  Geni z oznako TEC (angl. To be 
Experimentally Confirmed), za katere je predpostavljeno, da so protein-kodirajoči, vendar je 
potrebno to še eksperimentalno preveriti. 
Od 927 genov jih je bilo 60 (6.5 %) predhodno povezanih s CO medtem, ko jih 867 še ni 
povezanih z razvojem CO. Najmanjša regija prekrivanja z najvišjim številom anotiranih 
genov  je 7p22.1, znotraj katerega je 199 genov, sledi mu  SRO 15q11 s 164 anotiranimi 
geni in SRO Xq28-B s 152 geni. Ostali SRO-ji vsebujejo manj genov, na primer SRO-ji na 
regijah Xq11-q11.2, 11p13, 10q26.12 in Xq28-C vsebujejo  32, 28, 14 in štiri anotirane gene. 
Regija SRO Xq12 vključuje samo psevdogen RP6-22P16.1, ki je sicer 168 kbp oddaljen od 
gena AR, ki je bil z razvojem CO povezan v več študijah.  
Večina identificiranih SRO-jev (14 od 18 identificiranih SRO-jev) vključuje gene, ki so bili 
predhodno povezani s CO. Najvišje število CO genov je prisotno znotraj regije SRO 15q25.2 
(n=16), sledi mu  SRO 11p13 (n=9) in Xq28-B (n=8). Ob primerjavi števila CO genov s 
številom anotiranih genov prisotnih v specifičnih SRO-jih, imajo naslednji SRO-ji največje 
odstotke prisotnosti CO genov: 7p22.1 (50 %; 5/10), 17q21.31 (40 %; 6/15), 15q25.2 (34 %; 
16/47) in SRO 11p13 (32 %; 9/28). Pri analizi SRO-jev z najvišjim številom CO lokusov 
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glede na velikost SRO-ja v baznih parih (bp) so najvišje uvrščeni SRO-ji: 10p14  
(0.000015625), 17q21.31 (1.41455E-05) in SRO 15q25.2 (1.09563E-05). 
Trije SRO-ji vključujejo le en kandidatni gen za CO: 10p14, Xq26.1 in SRO Xq28-C. 
Povprečno število CO genov v SRO regiji je 3.3. Štirje SRO-ji, 9p11q13, Xp21.1, Xq12 in 
Xq28-A še ne vsebujejo genov povezanih s CO. Na kromosomu X se nahaja sedem SRO-
jev in 11 genov povezanih z razvojem CO v štirih identificiranih SRO-jih: AMER1 v Xq11.1-
q11.2, OCRL v Xq26.12, MAGEA6, L1CAM, IDH3G, SLC6A8, IRAK1, MECP2, BRCC3 in 
FLNA v SRO Xq28-B, medtem, ko je VAMP7 prisoten v SRO Xq28-C. Kromosom X ima 
sicer skupno sedem SRO-jev, vendar v treh še ni znanih kandidantih genov za CO. Na 
kromosomu 10 se nahajajo trije SRO-ji in znotraj njih je pet genov, povezanih s CO:: UPF2 
v 10p14, WDR11 in PLPP4 v 10q26.12 ter DOCK1 in c10orf90 v 10q26.2. Pripadajoče 
številke in informacije za vsak identificiran SRO so prikazane v preglednici 18.  
Od 60 genov prisotnih v identificiranih SRO-jih povezanih z razvojem CO pri človeku, so 
bili štirje geni povezani s CO tudi pri živalskih modelih. Gen Actb je bil povezan z razvojem 
CO pri podgani pri ekspresijskem eksperimentu, kjer je bila zaznano nižje izražanje gena 
(Barthold in sod., 2008). Ortolog ACTB se nahaja v SRO-ju 7p22.1. Izbitje gena Wt1 pri miši 
je povzročilo unilateralni levi CO (Kaftanovskaya in sod., 2014). Ortolog tega gena se pri 
človeku nahaja v SRO-ju 11p13. Izbitje gena Mecp2 pri miši je povzročilo razvoj CO (Guy 
in sod., 2001). Ortologni gen se nahaja v SRO-ju Xq28-B. Gen Vamp7 (Tannour-Louet in 
sod., 2014) so analizirali na modelu miši s CO, ki izraža človeški VAMP7. Ortologni gen se 
pri človeku nahaja v SRO-ju Xq28-C. 
4.2.2 Obogatitvena analiza bioloških poti z orodjem DAVID 
Bioinformacijsko orodje DAVID je bilo uporabljeno za obogatitveno analizo bioloških poti. 
V orodje smo vnesli identifikacijske številke za 281 genov za CO pri človeku. S seznamom 
genov za CO je bilo značilno povezanih  63  bioloških poti. Biološke poti povezane z rakom 
so bile izključene iz nadaljnje analize, saj smo se želeli usmeriti v določanje bioloških poti, 
značilnih za spust testisov, ki bi lahko predstavljale nove biooznačevalce za CO. Biološke 
poti, značilno povezane z geni za CO, so prikazane v preglednicah 19, 20 in 21.  
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Preglednica 19: Rezultati obogatitvene analize bioloških poti z uporabo podatkovne zbirke BIOCARTA  
Ime podatkovne 
zbirke 





BIOCARTA Signaling of Hepatocyte Growth Factor Receptor 6 
 
9,90E-02 9,90E-02 3265 HRAS       
5894 RAF1       
6654 SOS1       
1793 DOCK1       
5605 MAP2K2       
5781 PTPN11 
BIOCARTA Links between Pyk2 and Map Kinases 5 
 
2,80E-01 1,50E-01 3265 HRAS       
5894 RAF1       
6654 SOS1       
5605 MAP2K2       
5879 RAC1 




4,50E-01 1,80E-01 3265 HRAS 
      
5894 RAF1       
6654 SOS1       
5605 MAP2K2       
5879 RAC1 
Se nadaljuje  
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Nadaljevanje preglednice 19 
Ime podatkovne 
zbirke 





BIOCARTA CDK Regulation of DNA Replication 4 
 
5,20E-01 1,70E-01 990 CDC6       
81620 CDT1       
4998 ORC1       
23594 ORC6 
BIOCARTA Sprouty regulation of tyrosine kinase signals 4 
 
5,20E-01 1,70E-01 867 CBL       
3265 HRAS       
5894 RAF1       
6654 SOS1         
BIOCARTA Role of MAL in Rho-Mediated Activation of SRF 4 
 
5,80E-01 1,60E-01 3265 HRAS       
5894 RAF1       
5605 MAP2K2       
5879 RAC1 
BIOCARTA Bioactive Peptide Induced Signaling Pathway 5 
 
6,30E-01 1,50E-01 3265 HRAS       
5894 RAF1       
6654 SOS1       
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Preglednica 20: Rezultati obogatitvene analize bioloških poti z uporabo podatkovne zbirke KEGG  
Ime podatkovne 
zbirke 
Ime biološke poti Št. genov p vrednost Bonferroni popravek Entrez 
gene ID 
Ime gena 
KEGG Regulation of actin cytoskeleton 15 7,30E-08 1,10E-05 673 BRAF      
2245 FGD1      
3265 HRAS      
3845 KRAS      
5894 RAF1      
6654 SOS1      
60 ACTB      
1131 CHRM3      
1793 DOCK1      
2258 FGF13      
2253 FGF8      
2260 FGFR1      
2263 FGFR2      
5605 MAP2K2      
5879 RAC1 
KEGG MAPK signaling pathway 13 2,40E-05 3,90E-03 673 BRAF      
3265 HRAS 
Se nadaljuje  
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Nadaljevanje preglednice 20 
Ime podatkovne 
zbirke 
Ime biološke poti Št. genov p vrednost Bonferroni popravek Entrez 
gene ID 
Ime gena 
     
3845 KRAS      
5894 RAF1      
6654 SOS1      
2258 FGF13      
2253 FGF8      
2260 FGFR1      
2263 FGFR2      
2316 FLNA      
4137 MAPT      
5605 MAP2K2      
5879 RAC1 
KEGG Signaling pathways regulating 
pluripotency of stem cells 
10 2,50E-05 3,90E-03 3265 HRAS 
     
3845 KRAS      
5894 RAF1      
6657 SOX2      
8312 AXIN1      
2260 FGFR1 
Se nadaljuje  
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Nadaljevanje preglednice 20 
Ime podatkovne 
zbirke 
Ime biološke poti Št. genov p vrednost Bonferroni popravek Entrez 
gene ID 
Ime gena 
     
2263 FGFR2      
5605 MAP2K2      
5013 OTX1      
5080 PAX6 
KEGG Neurotrophin signaling pathway 9 5,60E-05 8,80E-03 673 BRAF      
3265 HRAS      
3845 KRAS      
5894 RAF1      
6654 SOS1      
3654 IRAK1      
5605 MAP2K2      
5781 PTPN11      
5879 RAC1 
KEGG Rap1 signaling pathway 11 1,10E-04 1,80E-02 673 BRAF      
3265 HRAS      
3845 KRAS      
5894 RAF1      
60 ACTB 
Se nadaljuje  
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Nadaljevanje preglednice 20 
Ime podatkovne 
zbirke 
Ime biološke poti Št. genov p vrednost Bonferroni popravek Entrez 
gene ID 
Ime gena 
     
2258 FGF13      
2253 FGF8      
2260 FGFR1      
2263 FGFR2      
5605 MAP2K2      
5879 RAC1 
KEGG Prolactin signaling pathway 7 1,40E-04 2,10E-02 3265 HRAS      
3845 KRAS      
5894 RAF1      
6654 SOS1      
2099 ESR1      
3973 LHCGR      
5605 MAP2K2 
KEGG Ras signaling pathway 11 2,10E-04 3,20E-02 3265 HRAS      
3845 KRAS      
5894 RAF1      
6654 SOS1      
2258 FGF13 
Se nadaljuje  
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Nadaljevanje preglednice 20 
Ime podatkovne 
zbirke 
Ime biološke poti Št. genov p vrednost Bonferroni popravek Entrez 
gene ID 
Ime gena 
     
2253 FGF8 
  
    
2260 FGFR1      
2263 FGFR2      
5605 MAP2K2      
5781 PTPN11      
5879 RAC1 
KEGG ErbB signaling pathway 7 4,20E-04 6,40E-02 673 BRAF      
867 CBL      
3265 HRAS      
3845 KRAS      
5894 RAF1      
6654 SOS1      
5605 MAP2K2 
KEGG Natural killer cell mediated cytotoxicity 8 4,20E-04 6,40E-02 673 BRAF      
3265 HRAS      
3845 KRAS      
5894 RAF1      
6654 SOS1 
Se nadaljuje  
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Nadaljevanje preglednice 20 
Ime podatkovne 
zbirke 
Ime biološke poti Št. genov p vrednost Bonferroni popravek Entrez 
gene ID 
Ime gena 
     
5605 MAP2K2      
5781 PTPN11      
5879 RAC1 
KEGG Long-term depression 6 5,40E-04 8,20E-02 673 BRAF      
3265 HRAS      
3845 KRAS      
5894 RAF1      
1394 CRHR1      
5605 MAP2K2 
KEGG Fc epsilon RI signaling pathway 6 9,60E-04 1,40E-01 3265 HRAS      
3845 KRAS      
5894 RAF1      
6654 SOS1      
5605 MAP2K2      
5879 RAC1 
KEGG B cell receptor signaling pathway 6 1,00E-03 1,50E-01 3265 HRAS      
3845 KRAS      
5894 RAF1 
Se nadaljuje  
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Nadaljevanje preglednice 20 
Ime podatkovne 
zbirke 
Ime biološke poti Št. genov p vrednost Bonferroni popravek Entrez 
gene ID 
Ime gena 
     
6654 SOS1      
5605 MAP2K2      
5879 RAC1 
KEGG Thyroid hormone signaling pathway 7 1,70E-03 2,40E-01 3265 HRAS      
3845 KRAS      
5894 RAF1      
60 ACTB      
2099 ESR1      
9968 MED12      
5605 MAP2K2 
KEGG Hepatitis C 7 3,80E-03 4,50E-01 673 BRAF      
3265 HRAS      
3845 KRAS      
5894 RAF1      
6654 SOS1      
5010 CLDN11      
1965 EIF2S1 
KEGG FoxO signaling pathway 7 3,90E-03 4,60E-01 673 BRAF 
Se nadaljuje  
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Nadaljevanje preglednice 20 
Ime podatkovne 
zbirke 
Ime biološke poti Št. genov p vrednost Bonferroni popravek Entrez 
gene ID 
Ime gena 
     
3265 HRAS      
3845 KRAS      
5894 RAF1      
6654 SOS1      
9455 HOMER2      
5605 MAP2K2 
KEGG Insulin signaling pathway 7 4,50E-03 5,10E-01 673 BRAF      
867 CBL      
3265 HRAS      
3845 KRAS      
5894 RAF1      
6654 SOS1      
5605 MAP2K2 
KEGG VEGF signaling pathway 5 4,80E-03 5,30E-01 3265 HRAS      
3845 KRAS      
5894 RAF1      
5605 MAP2K2      
5879 RAC1 
Se nadaljuje  
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Nadaljevanje preglednice 20 
Ime podatkovne 
zbirke 
Ime biološke poti Št. genov p vrednost Bonferroni popravek Entrez 
gene ID 
Ime gena 
KEGG Estrogen signaling pathway 6 5,00E-03 5,50E-01 3265 HRAS      
3845 KRAS      
5894 RAF1      
6654 SOS1      
2099 ESR1      
5605 MAP2K2 
KEGG T cell receptor signaling pathway 6 6,00E-03 6,10E-01 867 CBL      
3265 HRAS      
3845 KRAS      
5894 RAF1      
6654 SOS1      
5605 MAP2K2 
KEGG Long-term potentiation 5 6,40E-03 6,40E-01 673 BRAF      
3265 HRAS      
3845 KRAS      
5894 RAF1      
5605 MAP2K2 
KEGG Focal adhesion 8 8,30E-03 7,30E-01 673 BRAF 
Se nadaljuje  
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Nadaljevanje preglednice 20 
Ime podatkovne zbirke Ime biološke poti Št. genov p vrednost Bonferroni popravek Entrez 
gene ID 
Ime gena 
     
3265 HRAS      
5894 RAF1      
6654 SOS1      
60 ACTB      
1793 DOCK1      
2316 FLNA      
5879 RAC1 
 
Preglednica 21: Rezultati obogatitvene analize bioloških poti z uporabo podatkovne zbirke REACTOME 
Ime podatkovne zbirke Ime biološke poti Št. genov p vrednost Bonferroni popravek Entrez 
gene ID 
Ime gena 
REACTOME FRS-mediated FGFR1 signaling 6 6,80E-06 2,30E-03 3265 HRAS      
3845 KRAS      
6654 SOS1      
2253 FGF8      
2260 FGFR1      
5781 PTPN11 
REACTOME FRS-mediated FGFR2 signaling 6 1,00E-05 3,50E-03 3265 HRAS 
Se nadaljuje  
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Nadaljevanje preglednice 21 
Ime podatkovne zbirke Ime biološke poti Št. genov p vrednost Bonferroni popravek Entrez 
gene ID 
Ime gena 
     
3845 KRAS      
6654 SOS1      
2253 FGF8      
2263 FGFR2      
5781 PTPN11 
REACTOME SHC-mediated cascade:FGFR2 6 1,30E-05 4,30E-03 3265 HRAS      
3845 KRAS      
6654 SOS1      
2253 FGF8      
2263 FGFR2      
5781 PTPN11 
REACTOME FRS-mediated FGFR3 signaling 5 8,50E-05 2,80E-02 3265 HRAS      
3845 KRAS      
6654 SOS1      
2253 FGF8      
5781 PTPN11 
REACTOME SHC-mediated cascade:FGFR1 5 1,00E-04 3,50E-02 3265 HRAS      
3845 KRAS 
Se nadaljuje  
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Nadaljevanje preglednice 21  
Ime podatkovne zbirke Ime biološke poti Št. genov p vrednost Bonferroni popravek Entrez 
gene ID 
Ime gena 
     
6654 SOS1      
2253 FGF8      
5781 FGFR1 
REACTOME MAP2K and MAPK activation 6 1,10E-04 3,70E-02 673 BRAF      
3265 HRAS      
3845 KRAS      
5894 RAF1      
60 ACTB      
5605 MAP2K2 
REACTOME FRS-mediated FGFR4 signaling 5 1,30E-04 4,20E-02 3265 HRAS      
3845 KRAS      
6654 SOS1      
2253 FGF8 
  
    
5781 PTPN11 
REACTOME SHC-mediated cascade:FGFR4 5 1,50E-04 5,00E-02 3265 HRAS      
3845 KRAS      
6654 SOS1      
2253 FGF8 
Se nadaljuje  
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Nadaljevanje preglednice 21 
Ime podatkovne zbirke Ime biološke poti Št. genov p vrednost Bonferroni popravek Entrez 
gene ID 
Ime gena 
     
5781 PTPN11 
REACTOME RAF activation 5 2,10E-04 6,90E-02 673 BRAF      
3265 HRAS      
3845 KRAS      
5894 RAF1      
5605 MAP2K2 
REACTOME Negative regulation of FGFR1 signaling 5 2,50E-04 8,10E-02 867 CBL      
3730 ANOS1 (KAL1)      
2253 FGF8      
5781 FGFR1      
5781 PTPN11 
REACTOME Signaling by FGFR2 in disease 5 2,90E-04 9,30E-02 3265 HRAS      
3845 KRAS      
6654 SOS1      
2253 FGF8      
2263 FGFR2 
REACTOME RAF/MAP kinase cascade 8 5,00E-04 1,60E-01 14585 GFRA1      
3265 HRAS 
Se nadaljuje  
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Nadaljevanje preglednice 21 
Ime podatkovne zbirke Ime biološke poti Št. genov p vrednost Bonferroni popravek Entrez 
gene ID 
Ime gena 
     
3845 KRAS      
6654 SOS1      
2253 FGF8      
5781 FGFR1      
2263 FGFR2      
5979 RET 
REACTOME Signaling by FGFR1 in disease 5 6,40E-04 1,90E-01 3265 HRAS      
3845 KRAS      
6654 SOS1      
2253 FGF8      
5781 FGFR1 
REACTOME Assembly of the pre-replicative complex 4 7,10E-04 2,10E-01 990 CDC6      
81620 CDT1      
4998 ORC1      
23594 ORC6 
REACTOME Signaling by SCF-KIT 5 9,90E-04 2,90E-01 3265 HRAS      
3845 KRAS      
6654 SOS1 
Se nadaljuje  
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Nadaljevanje preglednice 21 
Ime podatkovne zbirke Ime biološke poti Št. genov p vrednost Bonferroni popravek Entrez 
gene ID 
Ime gena 
     
5781 PTPN11      
5879 RAC1 
REACTOME Removal of licensing factors from origins 4 1,00E-03 3,00E-01 990 CDC6      
81620 CDT1      
4998 ORC1      
23594 ORC6 
REACTOME SHC-mediated cascade:FGFR3 4 1,20E-03 3,40E-01 3265 HRAS      
3845 KRAS      
6654 SOS1      
2253 FGF8 
REACTOME Tie2 Signaling 4 1,20E-03 3,40E-01 3265 HRAS      
3845 KRAS      
6654 SOS1      
5781 PTPN11 
REACTOME Negative feedback regulation of MAPK pathway 3 2,10E-03 5,10E-01 673 BRAF      
5894 RAF1      
5605 MAP2K2 
REACTOME NCAM signaling for neurite out-growth 4 2,30E-03 5,40E-01 3265 HRAS 
Se nadaljuje  
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Nadaljevanje preglednice 21 
Ime podatkovne zbirke Ime biološke poti Št. genov p vrednost Bonferroni popravek Entrez 
gene ID 
Ime gena 
     
3845 KRAS      
6654 SOS1      
5781 FGFR1 
REACTOME GRB2 events in EGFR signaling 3 2,90E-03 6,30E-01 3265 HRAS      
3845 KRAS      
6654 SOS1 
REACTOME SOS-mediated signalling 3 2,90E-03 6,30E-01 3265 HRAS      
3845 KRAS      
6654 SOS1 
REACTOME SHC1 events in EGFR signaling 3 3,90E-03 7,30E-01 3265 HRAS      
3845 KRAS      
6654 SOS1 
REACTOME Negative regulation of FGFR2 signaling 4 4,10E-03 7,50E-01 867 CBL      
2253 FGF8      
2263 FGFR2      
5781 PTPN11 
REACTOME EGFR Transactivation by Gastrin 3 5,00E-03 8,10E-01 3265 HRAS      
3845 KRAS 
Se nadaljuje  
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Nadaljevanje preglednice 21 
Ime podatkovne zbirke Ime biološke poti Št. genov p vrednost Bonferroni popravek Entrez 
gene ID 
Ime gena 
     
6654 SOS1 
REACTOME SHC-related events triggered by IGF1R 3 5,00E-03 8,10E-01 3265 HRAS      
3845 KRAS      
6654 SOS1 
REACTOME Insulin receptor signalling cascade 3 5,00E-03 8,10E-01 3265 HRAS      
3845 KRAS      
6654 SOS1 
REACTOME Downstream signal transduction 4 5,00E-03 8,20E-01 3265 HRAS      
3845 KRAS      
6654 SOS1      
5781 PTPN11 
REACTOME DAP12 signaling 4 5,50E-03 8,50E-01 3265 HRAS      
3845 KRAS      
6654 SOS1      
5879 RAC1 
REACTOME Signalling to RAS 3 6,10E-03 8,80E-01 3265 HRAS      
3845 KRAS      
6654 SOS1 
Se nadaljuje  
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Nadaljevanje preglednice 21 
Ime podatkovne zbirke Ime biološke poti Št. genov p vrednost Bonferroni popravek Entrez 
gene ID 
Ime gena 
REACTOME Activation of the pre-replicative complex 4 6,70E-03 9,00E-01 990 CDC6      
81620 CDT1      
4998 ORC1      
23594 ORC6 
REACTOME CDC6 association with the ORC:origin complex 3 7,50E-03 9,20E-01 990 CDC6      
4998 ORC1      
23594 ORC6 
REACTOME FGFR1c ligand binding and activation 3 8,90E-03 9,50E-01 3730 ANOS1 (KAL1)      
2253 FGF8      
5781 FGFR1 
REACTOME Cell-extracellular matrix interactions 3 8,90E-03 9,50E-01 3987 LIMS1      
60 ACTB      
2316 FLNA 
REACTOME PI3K Cascade 4 9,30E-03 9,60E-01 2253 FGF8      
5781 FGFR1      
2263 FGFR2      
5781 PTPN11 
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Iz preglednic 19, 20, 21 je razvidno, da so značilno povezane biološke poti zelo različne. 
Rezultati vsebujejo tako signalne poti povezane z različnimi procesi, npr. nevrološkimi 
procesi, vazokonstrikcijo,  z imunskim odzivom, matičnimi celicami, poti povezane z 
boleznimi, kot je npr. hepatitis C. Pojavljajo se tudi biološke poti povezane z endokrinim 
sistemom, z RASopatijami (Ras signaling pathway), kaže se tudi povezanost z: MAPK-
signalizacijo, različnimi tipi fibroblastnih rastnih dejavnikov (angl. fibroblast growth factor) 
(signalizacij FGFR), z regulacijo aktinskega citoskeleta in s fokalno adhezijo. V preglednici 
22 so prikazane vse biološke poti iz obogatitvene analize, pridobljene z analizo vseh treh 
orodij, ki jih vključuje DAVID in so razvrščene glede na Bonferroni popravek. Najvišje je 
uvrščena biološka pot Regulation of actin cytoskeleton, ki je bila določena z orodjem KEGG.  
 
Preglednica 22: Biološke poti razvrščene po vrednosti Bonferroni popravka 
Ime podatkovne 
zbirke 
Ime biološke poti   p vrednost Bonferroni 
popravek 
KEGG Regulation of actin cytoskeleton 7,30E-08 1,10E-05 
REACTOME FRS-mediated FGFR1 signaling 6,80E-06 2,30E-03 
REACTOME FRS-mediated FGFR2 signaling 1,00E-05 3,50E-03 
KEGG MAPK signaling pathway 2,40E-05 3,90E-03 
KEGG Signaling pathways regulating 
pluripotency of stem cells 
2,50E-05 3,90E-03 
REACTOME SHC-mediated cascade:FGFR2 1,30E-05 4,30E-03 
KEGG Neurotrophin signaling pathway 5,60E-05 8,80E-03 
KEGG Rap1 signaling pathway 1,10E-04 1,80E-02 
KEGG Prolactin signaling pathway 1,40E-04 2,10E-02 
REACTOME FRS-mediated FGFR3 signaling 8,50E-05 2,80E-02 
KEGG Ras signaling pathway 2,10E-04 3,20E-02 
REACTOME SHC-mediated cascade:FGFR1 1,00E-04 3,50E-02 
REACTOME MAP2K and MAPK activation 1,10E-04 3,70E-02 
REACTOME FRS-mediated FGFR4 signaling 1,30E-04 4,20E-02 
REACTOME SHC-mediated cascade:FGFR4 1,50E-04 5,00E-02 
KEGG ErbB signaling pathway 4,20E-04 6,40E-02 
KEGG Natural killer cell mediated cytotoxicity 4,20E-04 6,40E-02 
REACTOME RAF activation 2,10E-04 6,90E-02 
Se nadaljuje  
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Nadaljevanje preglednice 22 
Ime podatkovne 
zbirke 
Ime biološke poti   p vrednost Bonferroni 
popravek 
REACTOME Negative regulation of FGFR1 
signaling 
2,50E-04 8,10E-02 
KEGG Long-term depression 5,40E-04 8,20E-02 
REACTOME Signaling by FGFR2 in disease 2,90E-04 9,30E-02 
BIOCARTA Signaling of Hepatocyte Growth Factor 
Receptor 
9,90E-02 9,90E-02 
KEGG Fc epsilon RI signaling pathway 9,60E-04 1,40E-01 
BIOCARTA Links between Pyk2 and Map Kinases 2,80E-01 1,50E-01 
BIOCARTA Bioactive Peptide Induced Signaling 
Pathway 
6,30E-01 1,50E-01 
KEGG B cell receptor signaling pathway 1,00E-03 1,50E-01 
BIOCARTA Role of MAL in Rho-Mediated 
Activation of SRF 
5,80E-01 1,60E-01 
REACTOME RAF/MAP kinase cascade 5,00E-04 1,60E-01 
BIOCARTA CDK Regulation of DNA Replication 5,20E-01 1,70E-01 
BIOCARTA Sprouty regulation of tyrosine kinase 
signals 
5,20E-01 1,70E-01 
BIOCARTA Angiotensin II mediated activation of 
JNK Pathway via Pyk2 dependent 
signaling 
4,50E-01 1,80E-01 
REACTOME Signaling by FGFR1 in disease 6,40E-04 1,90E-01 
REACTOME Assembly of the pre-replicative 
complex 
7,10E-04 2,10E-01 
KEGG Thyroid hormone signaling pathway 1,70E-03 2,40E-01 
REACTOME Signaling by SCF-KIT 9,90E-04 2,90E-01 
REACTOME Removal of licensing factors from 
origins 
1,00E-03 3,00E-01 
REACTOME SHC-mediated cascade:FGFR3 1,20E-03 3,40E-01 
REACTOME Tie2 Signaling 1,20E-03 3,40E-01 
KEGG Hepatitis C 3,80E-03 4,50E-01 
Se nadaljuje  
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Nadaljevanje preglednice 22 
Ime podatkovne 
zbirke 
Ime biološke poti   p vrednost Bonferroni 
popravek 
KEGG FoxO signaling pathway 3,90E-03 4,60E-01 
KEGG Insulin signaling pathway 4,50E-03 5,10E-01 
REACTOME Negative feedback regulation of MAPK 
pathway 
2,10E-03 5,10E-01 
KEGG VEGF signaling pathway 4,80E-03 5,30E-01 
REACTOME NCAM signaling for neurite out-growth 2,30E-03 5,40E-01 
KEGG Estrogen signaling pathway 5,00E-03 5,50E-01 
KEGG T cell receptor signaling pathway 6,00E-03 6,10E-01 
REACTOME GRB2 events in EGFR signaling 2,90E-03 6,30E-01 
REACTOME SOS-mediated signalling 2,90E-03 6,30E-01 
KEGG Long-term potentiation 6,40E-03 6,40E-01 
KEGG Focal adhesion 8,30E-03 7,30E-01 
REACTOME SHC1 events in EGFR signaling 3,90E-03 7,30E-01 
REACTOME Negative regulation of FGFR2 signaling 4,10E-03 7,50E-01 
REACTOME EGFR Transactivation by Gastrin 5,00E-03 8,10E-01 
REACTOME SHC-related events triggered by IGF1R 5,00E-03 8,10E-01 
REACTOME Insulin receptor signalling cascade 5,00E-03 8,10E-01 
REACTOME Downstream signal transduction 5,00E-03 8,20E-01 
REACTOME DAP12 signaling 5,50E-03 8,50E-01 
REACTOME Signalling to RAS 6,10E-03 8,80E-01 
REACTOME Activation of the pre-replicative 
complex 
6,70E-03 9,00E-01 
REACTOME CDC6 association with the ORC:origin 
complex 
7,50E-03 9,20E-01 
Se nadaljuje   
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Nadaljevanje preglednice 22 
Ime podatkovne 
zbirke 
Ime biološke poti   p vrednost Bonferroni 
popravek 
REACTOME FGFR1c ligand binding and activation 8,90E-03 9,50E-01 
REACTOME Cell-extracellular matrix interactions 8,90E-03 9,50E-01 
REACTOME PI3K Cascade 9,30E-03 9,60E-01 
 
Pregled genov, udeleženih v biološke poti je razkril, da obstajajo geni, ki so uvrščeni v več 
bioloških poti, kar nakazuje visoko stopnjo povezanosti med geni za CO in biološkimi potmi. 
Preglednica 23 prikazuje število bioloških poti, v katere so vpleteni geni za CO.   
 
Preglednica 23: Prikaz  genov, ki se nahajajo v najvišjem številu bioloških poti 






















ANOS1 (KAL1) 2 
MAPT 2 
AXIN1 1 
                                                                                 Se nadaljuje  
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Nadaljevanje preglednice 23 

















Gen HRAS se nahaja v najvišjem številu bioloških poti, in sicer v 52. Gen KRAS se nahaja v 
45, medtem ko se gen SOS1 nahaja v 43 bioloških poteh. Gen RAF1 se nahaja v 32 poteh in 
MAP2K2 v 27 poteh. Omenjeni geni so med drugim del bioloških poti Regulation of actin 
cytoskeleton, MAPK signalling pathway in Focal adhesion.  
S primerjavo rezultatov obogatitvene analize bioloških poti s SRO-regijami smo ugotovili, 
da je osem od 39 genov za CO v značilnih bioloških poteh, prisotnih tudi znotraj SRO-jev. 
Ti geni so: ACTB, CRHR1, DOCK1, FLNA, HOMER2, IRAK1, MAPT in OTX1.  
- Gen ACTB se nahaja v SRO 7p22.1 in v naslednjih poteh: Rap1 signaling pathway, Thyroid 
hormone signaling pathway, Regulation of actin cytoskeleton, Focal adhesion, Cell-
extracellular matrix interactions in MAP2K and MAPK activation.  
- Gen CRHR1 se nahaja v SRO 17q21.31 in biološki poti Long term depression.  
- Gen DOCK1 je prisoten v SRO 10q26.2 in v bioloških poteh: Focal adhesion, Regulation 
of actin cytoskeleton in Signaling of Hepatocyte Growth Factor Receptor.  
- Gen FLNA je prisoten v Xq28-B in v bioloških poteh: MAPK signalling pathway, Focal 
adhesion in Cell-extracellular matrix interactions.  
- Gen HOMER2 se nahaja v SRO 15q25.2 in biološki poti FoxO signaling pathway.  
- Gen IRAK1 se nahaja znotraj Xq28-B in v biološki poti Neurotrophin signaling pathway.  
- Gen MAPT je prisoten v 17q21.31 in v biološki poteh: MAPK signalling pathway in 
Bioactive Peptide Induced Signaling Pathway.  
- Gen OTX1 se nahaja v SRO 2p15 in biološki poti Signaling pathways regulating 
pluripotency of stem cells.  
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4.2.3 Analiza interakcij proteinov z orodjem STRING 
V analizi interakcij z orodjem STRING smo pridobili biološke mreže v katere so vključeni 
proteini genov za CO. Prisotna so vozlišča oz. proteini, povezovalniki, ki predstavljajo 
interakcije med proteini. Prisotni so tudi bolezenski moduli.   
 
 
Slika 33: Biološke mreže, pridobljene z orodjem STRING, ki vključujejo interakcije med proteini kandidatnih 
genov za kriptorhizem.  
Na sliki 33 je prikazan rezultat analize interakcij med proteini z orodjem STRING z 
nastavitvami “eksperimentalna validacija”, “sosedske povezave”, “povezave iz zbirk pod 
kuratorskim nadzorstvom”, “povezave ko-ekspresije”. V analizo je bilo vključenih 281 
genov za CO pri človeku.  Identifikacijske številke genov (Entrez gene) smo pred analizo  
pretvorili v Uniprot ID-je in vnesli v orodje STRING. 
Rezultati so vsebovali  pet večjih modulov, pri katerih so znane interakcije med vsaj štirimi 
analiziranimi proteini. Prvi modul vsebuje interakcije med proteini INSL3, RXFP2, LHCGR 
in CRHR1. Drugi modul vsebuje interakcije med proteini CDC6, CDT1, ORC6 in ORC1. 
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Tretji modul vsebuje interakcije med proteini CHRM3, GRK5, PROK2, PROKR2 in 
KISS1R. Četrti modul vsebuje interakcije med proteini RPS17, EIF2S1, EIF3A, EIF3M, 
BRCC3 in CACUL1. Najobsežnejša mreža vsebuje interakcije med 32 proteini. Analiza je 
razkrila še nekaj manjših modulov z dvema ali tremi interakcijskimi partnerji, ki jih nismo 
nadalje analizirali, 
Protein z najvišjim številom interakcij je HRAS s 13 interakcijami, sledi mu SOS1 z 11 
interakcijami, KRAS z 10 interakcijami, RAC1 z devetimi interakcijami, CBL z osmimi 
interakcijami, RET in MAP2K2 s 7 interakcijami in FGFR2 in PTPN11 s šestimi 
interakcijami. Izpostavljeni proteini z najvišjim številom interakcij so del osrednjega 
modula, ki vsebuje interakcije 32 proteinov. Na podlagi števila interakcij oz. povezav z 
drugimi molekulami v analizi, smo protein HRAS izpostavili kot centralno molekulo (angl. 
hub), oz. molekulo z najvišjim številom povezav.  
Rezultati analize mrež so razkrili enake gene, ki so bili  določeni tudi v obogatitveni analizi 
bioloških poti: HRAS, KRAS, SOS1, RAF1, MAP2K2 in FGFR1. Če primerjamo rezultate 
analize GW-SRO in analize PPI je v rezultatih obeh analiz prisotnih 14 genov. Med temi 
geni je tudi gen VAMP, ki se nahaja v SRO Xq28-C.  
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Slika 34: Biološke mreže, pridobljene z orodjem STRING, ki vključujejo interakcije med proteini kandidatnih 
genov za kriptorhizem in  interakcije prvega reda.  
Rezultat analize na sliki 34 prikazuje interakcije kandidatnih genov za CO in predvidenih 
prvih pet sosedov v mreži. Pet predvidenih prvih sosedov v mreži in njihovi podatki so 
povzeti na sliki 35. 
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Slika 35: Predvideni funkcionalni partnerji kandidatnih genov za kriptorhizem iz analize interakcij med proteini 
z orodjem STRING. 
Za pet prvih sosedov v mreži (EIF3E, EIF3H, RPS12, RPS13, RPS16) smo izvedli pregled 
literaure za morebitno povezaanost s CO. Za tri od petih genov smo  našli objave, v katerih 
so bili geni povezani s CO: EIF3E, EIF3H in RPS12. Gen EIF3E je povezan s tumorigenezo 
(OMIM ID: 602210), gen EIF3H pa je povezan s celično delitvijo (OMIM ID: 603912). Oba 
gena (EIF3E in EIF3H) se nahajata v območju  CNV-ja pri bolniku z delecijo  8q23.1-q24.12 
in klinično sliko, ki vključuje CO. Pri bolniku so diagnosticirali sindrom Langer-
Giedion/Trichorhinophalangeal tip II (TRPS) in sindrom Cornelia de Lange 4 (Selenti in 
sod., 2015). Gen RPS12 je povezan s kolorektalnimi tumorji (OMIM ID: 603660). Ta gen je 
bil s CO povezan na  modelu miši s CO in izbitim genom Hoxa9,10,11-/-. Za gen so ugotovili  
povišano izražje v epididmisu in semenovodih (Raines in sod., 2013). Gen RPS13 je povezan 
s sestavljanjem ribosomov (OMIM ID: 180476) in gen RPS16 s tumorjem trebušne slinavke 
(OMIM ID: 603675). Za ta dva gena nismo našli objav, v katerih bi predhodno opisovali 
povezavo s CO. Glede na podatke v zbirki Human Protein Atlas pa se izražata tudi v testisih  
(http://www.proteinatlas.org/ENSG00000110700-RPS13/tissue), 
(http://www.proteinatlas.org/ENSG00000105193-RPS16/tissue). Predlagani funkcionalni 
partnerji lahko na podlagi povezav s CO ali izražanja v testisih predstavljajo nove 
potencialne kandidate za eksperimentalno preverjanje morebitne povezanosti z razvojem 
bolezni.  
4.2.4 Primerjava rezultatov bioinformacijskih analiz  
S primerjavo rezultatov določanja SRO-jev na ravni celotnega genoma, obogatitvene analize 
bioloških poti in analize interakcij med proteini smo ugotovili več genov, ki so v rezultatih 
različnih analiz. Geni, ki so prisotni v rezultatih vsaj dveh bioinformacijskih analizah so 
prikazani v preglednici 24.  
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Preglednica 24: Prikaz genov za kriptorhizem, prisotnih v rezultatih vsaj dveh bioinformacijskih analiz 
Skupni geni v  
rezultatih obogatitvene 
analize bioloških poti 
in GW-SRO 
Skupni geni v v 
rezultatih analize 
PPI in GW-SRO 




pot in  PPI 




poti, analize PPI 
in analize GW-
SRO 
ACTB ACTB ACTB ACTB 
CRHR1 BRCC3 AXIN1 CRHR1 
DOCK1 CRHR1 BRAF DOCK1 
FLNA CSTF3 CBL IRAK1 
HOMER2 DEPDC7 CDT1 
 
IRAK1 DOCK1 CHRM3 
 
MAPT EIF3M CRHR1 
 


































































S primerjavo rezultatov obogatitvene analize bioloških poti s SRO-regijami smo ugotovili, 
da je od 39 genov za CO v značilnih bioloških poteh, osem genov prisotnih tudi znotraj SRO-
jev. S primerjavo rezultatov analize PPI in analize GW-SRO smo ugotovili, da je v rezultatih 
obeh analiz prisotnih 14 genov. S primerjavo rezultatov obogatitvene analize bioloških poti 
z analizo PPI  smo določili 29 skupnih genov. Osemnajst genov, ki kodirajo proteine 
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največjega modula z 32 interakcijami  so  bili izpostavljeni tudi v obogatitveni analizi 
bioloških poti.  
S primerjavo rezultatov vseh treh analiz; analize SRO-jev na ravni celotnega genoma, 
obogatitvene analize bioloških poti, analize PPI, smo ugotovili skupne  štiri gene: ACTB 
(SRO 7p22.1), CRHR1 (SRO 17q21.31), DOCK1 (SRO 15q11) in IRAK1 (SRO Xq28-B). 
Proteina DOCK1 in ACTB sta del modula z 32 interakcijami med proteini. Protein CRHR1 
je del modula z interakcijami med štirimi proteini,  medtem ko ima IRAK1 le eno interakcijo 
s PELI1 in je del manjšega modula. 
Kandidatna gena VAMP7 in RAF1 sta izpostavljena iz več razlogov. Gen VAMP7 se nahaja  
v SRO-ju Xq28-C. Gena sta bila povezana s CO v več študijah (Tannour-Louet in sod. 2014; 
Digilio in sod., 2011; Croonen in sod., 2013; Hadžiselimovič in sod., 2010; Xu in sod., 
2014). RAF1 je  prisoten v značilno povezanih bioloških poteh. Oba gena sta prisotna v 
največjem modulu v analizi interakcij in sta povezana z različnimi podtipi  CO. Podatki za 
gena VAMP7 in RAF1 so prikazani v preglednici 25. 
 
Preglednica 25: Klinični podatki, povezani s kandidatnima genoma VAMP7 in RAF1, ki sta bila s 
kriptorhizmom CO povezana v večjem številu objav 
Tip kriptorhizma Ime gena 
 VAMP7 RAF1 
Prisotnost v SRO-jih Xq28 / 
Prirojeni/pridobljeni CO prirojeni prirojeni, 
pridobljeni 
Komorbidnost CO nesindromska sindromska, 
prisotni tudi 
izolirani primeri 
Tip CO (unilateralni/bilateralni) bilateralni unilateralni, 
bilateralni 
Preglednica 26 prikazuje podroben opis  genov, prisotnih v  bioloških poteh, povezanih s 
CO. V preglednici smo prikazali klinične podatke preiskovancev iz objavljenih študij. V 
preglednici je naveden gen, referenca, prisotnost sindromskega/nesindromskega/izoliranega 
CO in ostalih kliničnih podatkov o CO, kot je starostno obdobje ob diagnozi 
(neonatalno/infantilno/otroško), prirojeni/pridobljeni CO in prisotnost unilateralnega 
(levi/desni)/bilateralnega CO.   
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Preglednica 26: Klinični podatki, povezani z geni, ki se najpogosteje pojavljajo v značilno povezanih bioloških 
poteh 
Gen Referenca Sindromski/nesindromski/ 
izolirani CO 
Klinični podatki: 
1. starostno obdobje ob diagnozi 
(neonatalno/infantilno/otroško) 
2. prirojeni/pridobljeni CO 
3. unilateralni (levi/desni)/ bilateralni CO 
HRAS 
Piccione in sod. (2009) 
Digillio in sod. (2011) 
Sindromski 1. neonatalno, infantilno, 2. prirojeni, 
pridobljeni CO, 3. bilateralni CO 
KRAS 
Schubbert in sod. (2006) Sindromski 1. /, 2. /, 3. unilateralni CO 
SOS1 
Hadžiselimovič in sod. 
(2010) 
Ferrero in sod. (2008) 
Digillio in sod. (2011) 
Izolirani, sindromski 1. neonatalno, infantilno, otroško 2. 
prirojeni, pridobljeni CO, 3. 
unilateralni, bilateralni CO 
RAF1 
 
Hadžiselimovič in sod. 
(2010) 
Digillio in sod. (2011) 
Croonen in sod. (2013) 
Izolirani, sindromski 1. neonatalno, infantilno, 2. prirojeni, 
pridobljeni CO, 3. unilateralni, 
bilateralni CO 
MAP2K2 
Croonen in sod. (2013) Sindromski 1. neonatalno, 2. Prirojeni CO, 3. / 
FGF8 
Zeidler in sod. (2014) Nesindromski 1. /, 2. /, 3. unilateralni, bilateralni CO 
PTPN11 
Ferrero in sod. (2008),  
Digillio in sod. (2011) 
Sindromski 1. neonatalno, infantilno, otroško, 2. 
prirojeni, pridobljeni CO, 3. 
bilateralni CO 
BRAF 
Digillio in sod. (2011) Sindromski 1. neonatalno, infantilno, 2. prirojeni, 
pridobljeni CO, 3. / 
FGFR1 
Hadžiselimovič in sod. 
(2010) 
Izolirani 1. infantilno, otroško, 2. prirojeni, 
pridobljeni, 3. Unilateralni, 
bilateralni CO 
RAC1 
Goitia in sod. (2015) 
Chui in sod. (2011) 
sindromski 1. neonatalno, otroško 2. prirojeni, 
pridobljeni CO, 3. unilateralni CO 
FGFR2 Choucair in sod. (2015) sindromski 1. otroško, 2. pridobljeni CO, 3. /, 
Legenda: / pomeni ni podatka 
 
Z analizo  kliničnih podatkov smo ugotovili, da je 10 od 11 prikazanih genov povezanih s 
sindromskim podtipom CO.  Z izolirano obliko CO je povezan gen FGFR1. Gena SOS1, 
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RAF1 sta bila ugotovljena kot genetska vzroka tako pri sindromskih primerih, kot tudi 
izoliranih primerih, medtem, ko je gen FGF8 prisoten pri nesindromski obliki CO.   
Na osnovi pregleda literature smo ugotovili, da sta gena SOS1 in RAF1 povezana s  
sindromskim in izoliranim podtipom CO. Gen SOS1 je bil identificiran pri primeru s CO in 
sindromom Noonan v študiji Ferrero in sod. (2008) in Digillio in sod. (2011). Gen RAF1 je 
bil povezan  pri primeru s CO in sindromom Noonan v študij Digillio in sod. (2011) in 
Croonen in sod. (2013). Za gena SOS1 in RAF1 so ugotovili znižano izražanje pri  primerih 
izoliranega CO v študiji Hadžiselimovič in sod. (2010).  
Sedem najpogostejših lokusov iz obogatitvene analize z orodjem DAVID je povezanih s 
prirojenim CO.  Gen MAP2K2 je povezan le s prirojenim CO. S pridobljenim CO je 
povezanih devet lokusov iz obogatitvene analize. Dva od teh lokusov (FGFR1 in FGFR2) 
sta povezana le s pridobljenim CO.  
Šest najpogostejših lokusov iz obogatitvene analize bioloških poti je povezanih z 
bilateralnim CO. Dva od teh lokusov (HRAS in PTPN11) sta povezana le z bilateralnim CO: 
Šest od  lokusov analize SRO in obogatitvene analize bioloških poti je povezanih z 
unilateralnim CO. Trije od the šestih lokusov so povezani le z unilateralnim CO: KRAS, 
FGF8 in RAC1.  
4.3 EKSPERIMENTALNA ANALIZA RAZLIČIC ŠTEVILA KOPIJ Z UPORABO 
METODE aCGH 
Mikromreže SurePrint G3 Unrestricted CGH (4x180K), uporabljene v eksperimentu, 
vključujejo 16.605 (88,8 %) genov vključenih v zbirko RefSeq. Povprečna razdalja med 
genomskimi sondami, nanešenimi na mikromrežo znaša 11 kbp. Referenčna skupina 
preiskovancev je vsebovala 15 vzorcev. S primerjalno hibridizacijo posameznih vzorcev 
proti skupini referenčnih vzorcev smo pridobili 230 CNV-jev. Podrobnosti o kliničnih 
podatkih preiskovancev s  CO/neplodnostjo so prikazane v  preglednici 27. 
 
Preglednica 27: Klinični podatki preiskovancev 
Št. vzorca Prisotnost azoospermije 





1 AZOO / / 
2 AZOO / / 
3 / CO Bilateralni 
4 / CO Bilateralni 
5 Kriptozoospermija CO Bilateralni 
6 AZOO / / 
7 / CO / 
Se nadaljuje  
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Nadaljevanje preglednice 27 
Št. vzorca Prisotnost azoospermije 





8  Kriptozoospermija / / 
9 / CO / 
10 AZOO / / 
11 AZOO / / 
12 AZOO / / 
13 / CO / 
14 / CO / 
15 / CO / 
16 AZOO / / 
17 / CO / 
18 / CO Bilateralni 
19 / CO Bilateralni 
20 / CO Unilateralni 
21 / CO Bilateralni 
22 / CO / 
23 / CO Bilateralni 
24 AZOO / / 
25 AZOO / / 
26 AZOO / / 
27 AZOO / / 
28 AZOO / / 
*CO je okrajšava za kriptorhizem, AZOO je okrajšava za azoospermijo 
 
Rezultati analize CNV-jev s programom Agilent Cytogenomics so prikazani v prilogi G, ki 
vsebuje pregled podatkov o regiji s spremenjenim številom kopij pri preiskovancih in 
primerjavo infromacij v podatkovnih zbirkah. Primer za en CNV je prikazan v preglednici 
28. Navedli smo informacije, ki jih poda program Agilent Cytogenomics o posameznem 
CNV-ju: kromosom, začetek regije v bp, konec regije v bp, ime gena na regiji kjer je prišlo 
do CNV, kromosomska regija, velikost regije v kbp, tip CNV (izguba, pridobitev), število 
sond na  regiji, kjer je prišlo do spremembe v številu kopij in povprečna logaritemska 
vrednost. Dodali smo tudi dodatne podatke, ki olajšajo nadaljnjo interpretacijo o CNV-ju. 
Dodatni podatki vključujejo informacije iz petih podatkovnih zbirk: OMIM, UCSC, 
DECIPHER, ISCA in PubMed. Zbirka UCSC vsebuje še podatke dveh zbirk in sicer 
ClinGen in DGV. Stolpec OMIM ID vsebuje identifikacijsko številko zapisa zbirke OMIM, 
ki gen v CNV-ju povezuje s CO ali neplodnostjo. Iz brskalnika UCSC smo pridobili 
informacije o prisotnosti eksonov, intronov, regulatornih elementov ter podrobnosti iz zbirk 
DGV (podatki o prisotnosti izgub ali pridobitev števila kopij v splošni populaciji) in ClinGen 
(vsebuje informacije o prisotnosti patogenih pridobitev ali izgub števila kopij). Iz zbirke 
DECIPHER smo pridobili podatke o morebitnih preiskovancih s CO/neplodnostjo in 
izgubami/pridobitvami števila kopij na regijah podobne velikosti.  Podatki iz zbirke ISCA 
vsebujejo informacije  o patogenih in benignih različicah ter različicah neznanega kliničnega 
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vpliva. Iz zbirke PubMed smo pridobili objave  v katerih so povezovali  regijo/gen s CO ali 
neplodnostjo.  
Preglednica 28: Primer dela preglednice rezultatov analize CNV-jev pri preiskovancih s kriptorhizmom in/ali 
neplodnostjo 
Podatki o CNV-jih, določeni v raziskavi Primerjava regije CNV-ja 

























































































































Z orodji, ki so vključena v program Agilent Cytogenomics, smo določili primere CNV-jev, 
pri katerih gre za tehnično napako (artefakt) in s tem iz nadaljnje analize izločili 207 CNV-
jev. Izvedli smo tudi pregled grafičnih izpisov programa Agilent Cytogenomics za 
pridobljene CNV-je. Na sliki 36 je kot primer prikazan grafični izpis iz programa Agilent 
Cytogenomics za CNV pri preiskovancu 14. Iz slike je ob večjem odmiku krivulje od nične 
vrednosti logaritemskega razmerja razvidna velikost CNV-ja in v tem primeru prisotnost 
izgube števila kopije regije (rdeče) pri preiskovancu. Izguba je prikazana kot premik krivulje 
v negativno območje in vrednosti logaritemskega razmerja na območju. Vrednost 
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logaritemskega razmerja je v primeru izgube ene kopije regije enaka -1 in v primeru 
pridobitve ene kopije 0,6. 
 
 
Slika 36: Prikaz grafičnega izpisa za CNV izgube (rdeče) na regiji kromosoma 14. Prikazana je tudi vrednost 
logaritemskega razmerja na območju CNV-ja. 
Z dodatno analizo, ki je obsegala sistematični pregled petih zbirk (UCSC, DECIPHER, 
ISCA, OMIM, PubMed), smo določili pogostost CNV-jev v splošni populaciji, prisotnost 
patogenih različic, prisotnost sindromov kjer se CO nahaja v klinični sliki in prisotnost 
študij, ki CNV povezujejo s CO/neplodnostjo. V analizi je bilo identificiranih 23 CNV-jev 
lokusov, ki so lahko povezani s CO/neplodnostjo, a brez dodatne eksperimentalne analize ni 
mogoče sprejeti sklepa ali gre v spodaj omenjenih primerih za v populaciji normalne 
različice. 
4.3.1 Gen FOXD1 in različica števila kopij 
Gen FOXD1 je povezan s CNV-jem pri vzorcih s CO (preiskovanci 9, 15, 17 in 19), 
neplodnostjo (preiskovanci 1, 25 in 27) in kriptozoospermijo in CO (preiskovanec 5). V 
regiji chr5:72,742,333-72,742,836 (hg19), z velikostjo 504 bp, kjer se nahaja del gena 
FOXD1, je bila pri omenjenih vzorcih zaznana delecija. Pri vzorcu 19 je bila zaznana 
pridobitev ene kopije regije. Na tem območju genoma se nahajajo tri sonde.  
 
Slika 37: Prikaz izpisa iz genomskega brskalnika UCSC za regijo chr5:72,742,333-72,742,836 (hg19) 
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Pregled regije v brskalniku UCSC, kot prikazuje slika 37, omogoča vpogled v lastnosti 
regije, ki vsebuje ekson. V zbirki ClinGen za CNV-je se na tem območju nahajajo redke 
patogene pridobitve števila kopij (modro). V zbirki DGV so na tem območju prisotni tudi 
CNV-ji izgub (rdeče) in pridobitev (modro) v splošni populaciji. Podatkovna zbirka 
DECIPHER za omenjeno  regijo ne vsebuje preiskovancev, ki bi imeli  CO/neplodnost. V 
podatkovni zbirki ISCA se na tem območju ne nahajajo patogene različice. Gen FOXD1 se 
izraža  v testisih in ledvicah (OMIM ID: 601091). 
4.3.2 Gen PTCH1 in različica števila kopij 
Gen PTCH1 je povezan s CNV-jem pri vzorcih s CO (preiskovanci 9, 14, 15, 20) in 
neplodnostjo (preiskovanca 1, 25). V regiji chr9:98,268,748-98,268,910 (hg19), z velikostjo 
163 bp, kjer se nahaja del gena PTCH1, je bila pri omenjenih vzorcih zaznana delecija. Na 
tem območju genoma se nahajajo tri sonde.  
 
Slika 38: Prikaz izpisa iz genomskega brskalnika UCSC za regijo chr9:98,268,748-98,268,910 (hg19) 
Pregled regije v brskalniku UCSC, kot prikazuje slika 38, omogoča vpogled v lastnosti 
regije, ki vsebuje tako ekson kot intron. V zbirki ClinGen se za CNV-je na tem območju 
nahajajo pogoste patogene izgube (rdeče) in pridobitve (modro) števila kopij. V zbirki DGV 
so na tem območju prisotni tudi CNV-ji izgub (rdeče) in pridobitev (modro) v splošni 
populaciji, kot tudi inverzije (roza). Podatkovna zbirka DECIPHER za omenjeno  regijo 
vsebuje preiskovanca 270439, z izgubo kopije regije chr9: 98,218,538-110,294,149 (hg19), 
ki ima v klinični sliki prisoten CO. V podatkovni zbirki ISCA se na tem območju nahaja pet 
patogenih različic z izgubo števila kopij. Gen PTCH1 je povezan z rakom bazalnih celic, 
sindromom basal cell nevus  in holoprozencefalijo (OMIM ID: 605462, 109400, 610828). 
4.3.3 Gen PCGEM1 in različica števila kopij  
Gen PCGEM1 je povezan s CNV-jem pri vzorcu s CO (preiskovanec 22). V regiji 
chr2:193,524,363-193,750,372 (hg19), z velikostjo 226.010 bp, kjer se nahaja PCGEM1, je 
bila pri omenjenem vzorcu zaznana izguba števila kopij regije. Na tem območju genoma se 
nahaja pet sond, povprečna logaritemska vrednost je -0,854.  
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Slika 39: Prikaz izpisa iz genomskega brskalnika UCSC za regijo chr2: 193,524,363-193,750,372 (hg19) 
Pregled regije v brskalniku UCSC, kot prikazuje slika 39, omogoča vpogled v regijo, ki 
vsebuje tako ekson kot intron. V zbirki ClinGen za CNV-je na tem območju, se nahajajo 
pogoste patogene izgube (rdeče) in pridobitve (modro) števila kopij, večje od CNV-ja. V 
zbirki DGV so na tem območju prisotni tudi CNV-ji izgub (rdeče) in pridobitev (modro) v 
splošni populaciji. Podatkovna zbirka DECIPHER za omenjeno  regijo vsebuje preiskovanca 
2496120, z izgubo števila kopij na večji regiji chr2: 183,437,700-207,315,045 (hg19), ki ima 
CO v klinični sliki. V podatkovni zbirki ISCA se na tem območju za primere izgub števila 
kopij nahaja šest patogenih različic. Gen PCGEM1 je definiran kot specifičen za prostato 
(OMIM ID: 605443). 
4.3.4 Gen SMYD3 in različica števila kopij  
Gen SMYD3 je povezan s CNV-jem pri vzorcu z neplodnostjo (preiskovanec 12). V regiji 
chr1:246,550,201-246,590,173 (hg19), z velikostjo 39.981 bp, kjer se nahaja gen SMYD3, 
je bila pri omenjenem vzorcu zaznana izguba števila kopij regije. Na tem območju genoma 
se nahajajo tri sonde, povprečna logaritemska vrednost je -0,936.  
 
Slika 40: Prikaz izpisa iz genomskega brskalnika UCSC za regijo chr1:246,550,201-246,590,173 (hg19) 
Pregled regije v brskalniku UCSC, kot prikazuje slika 40, omogoča vpogled v regijo, ki 
vsebuje tako eksone kot introne gena SMYD3. V zbirki ClinGen se za CNV-je na tem 
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območju pogosto nahajajo patogene pridobitve (modro) in izgube (rdeče) števila kopij, večje 
od CNV-ja. V zbirki DGV so na tem območju prisotni tudi CNV-ji izgub (rdeče) in 
pridobitev (modro) v splošni populaciji. Gen se izraža v testisih in skeletnih mišicah in je 
povezan z aktivacijo sistema Ras/Raf (OMIM ID: 608783). Ta sistem je tudi prisoten v 
biološki poti Regulation of actin cytoskeleton, ki je bila značilno povezana s setom genov za 
CO v obogatitveni analizi bioloških poti, ki smo jo izvedli v bioinformacijski analizi 
magistrskega dela. Podatkovna zbirka DECIPHER za omenjeno regijo vsebuje preiskovanca 
276524 z izgubo števila kopij na regiji chr1: 241,857,038-249,212,668 (hg19) s CO v 
klinični sliki. V podatkovni zbirki ISCA se na tem območju za primere izgub števila kopij 
nahaja 23 patogenih različic.  
 
4.3.5 Gen TTTY22 in različica števila kopij 
Gen TTTY22 je povezan s CNV-jem pri vzorcu s CO (preiskovanec 18). V chrY:9,640,522-
9,645,002 (hg19), z velikostjo 4481 bp, kjer se nahaja del gena TTTY22, je bila pri 
omenjenem vzorcu zaznana pridobitev števila kopij regije. Na tem območju genoma se 
nahaja 12 sond, povprečna logaritemska vrednost je 0,75.  
 
Slika 41: Prikaz izpisa iz genomskega brskalnika UCSC za regijo chrY:9,640,522-9,645,002 (hg19) 
Pregled regije v brskalniku UCSC, kot prikazuje slika 41, omogoča vpogled v lastnosti 
regije, ki vsebuje tako eksone kot introne gena TTTY2. V zbirki ClinGen se za CNV-je na 
tem območju pogosto nahajajo patogene pridobitve (modro) in izgube (rdeče) števila kopij, 
večje od CNV-ja. V zbirki DGV so na tem območju prisotni tudi CNV-ji pridobitev (modro) 
in inverzij (roza) v splošni populaciji. Gen se izraža v testisih in skeletnih mišicah in je 
povezan z aktivacijo sistema Ras/Raf (OMIM ID: 610308). Gen je tudi  prisoten v biološki 
poti Regulation of actin cytoskeleton, ki je bila v tej raziskavi najbolj značilno povezana s 
CO geni. Podatkovna zbirka DECIPHER za omenjeno regijo ne vsebuje preiskovancev s 
CO/neplodnostjo v klinični sliki. V podatkovni zbirki ISCA se na tem območju za primere 
pridobitev nahaja 58 patogenih različic.    
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4.3.6 Gen LRFN5 in različica števila kopij 
Gen LRFN5 je povezan s CNV-jem pri vzorcu s CO (preiskovanec 14). V chr14:40,238,278-
44,915,887 (hg19), z velikostjo 4.677.610 bp, kjer se nahaja LRFN5, je bila pri omenjenem 
vzorcu zaznana izguba števila kopij regije. Na tem območju genoma se nahaja 87 sond, 
povprečna logaritemska vrednost je -0,931.  
 
Slika 42: Prikaz izpisa iz genomskega brskalnika UCSC za regijo chr14:40,238,278-44,915,887 (hg19) 
Pregled regije v brskalniku UCSC, kot prikazuje slika 42, omogoča vpogled v  regijo, ki 
vsebuje tako eksone kot introne gena LRFN5. V zbirki ClinGen se za CNV-je na tem 
območju pogosto nahajajo patogene pridobitve (modro) in izgube (rdeče) števila kopij, večje 
od CNV-ja. V zbirki DGV so na tem območju prisotni tudi CNV-ji izgub (rdeče) in 
pridobitev (modro) v splošni populaciji. Gen LRFN5 je povezan z izražanjem v odraslem 
nevrološkem tkivu (OMIM ID: 612811) in z izražanjem v testisih  (Human Protein Atlas ID: 
ENSG00000165379-LRFN5/tissue). Podatkovna zbirka DECIPHER za omenjeno  regijo ne 
vsebuje preiskovancev s CO/neplodnostjo v klinični sliki. V podatkovni zbirki ISCA se na 
tem območju za primere izgub števila kopij nahaja 15 patogenih različic.   
4.3.7 Gen ADA in različica števila kopij 
Gen ADA in gen LOC79015 sta povezana s CNV-jem pri vzorcu z neplodnostjo 
(preiskovanec 24). V regiji chr20:43,248,307-43,325,658 (hg19), z velikostjo 77.352 bp, 
kjer se nahaja del gena ADA, je bila pri vzorcu 24 zaznana pridobitev števila kopije regije. 
Na tem območju genoma se nahaja 36 sond, povprečna logaritemska vrednost, ki jo poda 
program je le 0.37.   
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Slika 43: Prikaz izpisa iz genomskega brskalnika UCSC za regijo chr20:43,248,307-43,325,658 (hg19) 
Pregled regije v brskalniku UCSC, kar prikazuje slika 43, omogoča vpogled v lastnosti 
regije, ki vsebuje tako eksone, kot introne obeh omenjenih genov. V zbirki ClinGen so 
prisotne patogene pridobitve (modro) in izgube (rdeče) števila kopij. V zbirki DGV so na 
tem območju prisotni tudi CNV-ji izgub (rdeče) in pridobitev (modro) v splošni populaciji. 
Gen ADA je povezan s hudo obliko kombinirane imunodeficience (angl. severe combined 
immunodeficiency; SCID) (OMIM ID: 102700). V podatkovni zbirki DECIPHER ni 
prisotnih preiskovancev s CO/neplodnostjo na tej regiji.  V podatkovni zbirki ISCA se na 
tem območju za primere pridobitev števila kopij nahaja ena patogena različica na regiji 
chr20:80,198-62,908,674 (hg19). Za gen LOC79015, še ni študij, ki bi ga povezovale z 
nastankom CO ali neplodnostjo. Gen ADA je v študiji Fattahi in sod. (2015) povezan z moško 
neplodnostjo. 
4.3.8 Gen DMRT1 in različica števila kopij 
Gen DMRT1 je povezan z različico števila kopij, pri vzorcu z neplodnostjo (preiskovanec 
11). V regiji chr9:847,334-847,576 (hg19), z velikostjo 243 bp, kjer se gen DMRT1 nahaja, 
je bila pri vzorcu 11 zaznana izguba števila kopije regije. Na tem območju genoma se 
nahajajo tri sonde, povprečna logaritemska vrednost, ki jo poda program je -1.044.  
Urh K. Primerjalna analiza genetskih vzrokov za razvoj kriptorhizma pri sesalcih.  




Slika 44: Prikaz izpisa iz genomskega brskalnika za regijo chr9:847,334-847,576 (hg19) 
Pregled lastnosti regije v brskalniku UCSC, kar prikazuje slika 44, omogoča vpogled v 
regijo, ki vsebuje del introna gena DMRT1. V zbirki ClinGen se nahajajo patogene 
pridobitve (modro) in izgub (rdeče) števila kopij na tej regiji. V zbirki DGV so na tem 
območju prisotni tudi CNV-ji izgub (rdeče) in pridobitev (modro) v splošni populaciji (rjav 
izpis pomeni hkratna prisotnost pridobitev in izgub na določeni regiji). Podatkovna zbirka 
DECIPHER vsebuje podatke o preiskovancu 270020, ki ima v klinični sliki prisoten CO, z 
izgubo kopije regije na regiji chr9: 1-13,069,553 (hg19). V podatkovni zbirki ISCA se na 
tem območju za primere izgub nahaja 51 patogenih različic.  
4.3.9 Gen OTX1 in različica števila kopij 
Gen OTX1 je povezan z različico števila kopij, pri vzorcih s CO (9, 15, 17 in 20) in 
neplodnostjo (preiskovanci 1, 24, 25 in 27). V regiji chr2:63,277,898-63,278,383 (hg19), z 
velikostjo 486 bp, kjer se nahaja del gena OTX1, je bila pri omenjenih vzorcih zaznana 
izguba števila kopije regije. Na tem območju genoma se nahajajo štiri sonde, povprečna 
logaritemska vrednost, ki jo poda program je za omenjene vzorce: -1,009, -0,968, -0,794, -
1,05, -0,727, -0,671, -1,082, -0,953.  
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Slika 45: Prikaz izpisa iz genomskega brskalnika za regijo chr2:63,277,898-63,278,383 (hg19) 
Pregled regije v brskalniku UCSC, kar prikazuje slika 45, kaže na prisotnost eksona, kot 
introna. V zbirki ClinGen so prisotni primeri patogenih izgub (rdeče) in pridobitev (modro) 
števila kopij na tej regiji. V zbirki DGV so na tem območju prisotni tudi CNV-ji izgub 
(rdeče) in inverzij na tem območju (roza) v splošni populaciji. Podatkovna zbirka 
DECIPHER za to območje ne prikazuje preiskovancev, ki bi imeli v klinični sliki prisoten 
CO ali moško neplodnost. V podatkovni zbirki ISCA se na tem območju za primere izgub 
nahajata dve patogeni različici.  
4.3.10 Gen RYR2 in različica števila kopij 
Gen RYR2 je povezan z različico števila kopij, ki smo jo določili pri vzorcu z neplodnostjo 
(preiskovanec 1). V regiji chr1:237,754,304-237,755,229 (hg19), z velikostjo 926 bp, kjer 
se nahaja del gena RYR2, je bila pri vzorcu številka 1 zaznana izguba ene kopije. Na tem 
območju genoma se nahajajo štiri sonde, povprečna logaritemska vrednost je -0,82.  
 
Slika 46: Prikaz izpisa iz genomskega brskalnika UCSC za regijo chr1:237,754,304-237,755,229 (hg19) 
Pregled regije v brskalniku UCSC, kot prikazuje slika 46, omogoča vpogled v regijo, ki 
vsebuje tako ekson, kot intron. V zbirki ClinGen se za CNV-je na tem območju nahajajo 
primeri patogenih izgub (rdeče) in pridobitev (modro) števila kopij. V zbirki DGV so na tem 
območju prisotni tudi CNV-ji izgub (rdeče) in pridobitev (modro) v splošni populaciji. 
Razberemo lahko, da so različice v splošni populaciji na tem območju dokaj redke. 
Podatkovna zbirka DECIPHER vrne izpis o preiskovancu 269097, ki ima v klinični sliki 
poleg drugih bolezni prisoten tudi CO, njegova delecija obsega chr1:237,663,958-
238,575,200 (hg19). V podatkovni zbirki ISCA se na tem območju za primere izgub ne 
nahajajo patogene različice. Gen RYR2 je povezan s krčenjem srčne mišice (OMIM ID: 
180902).  
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4.3.11 Gen CHD4 in različica števila kopij 
Gen CHD4 je povezan s CNV-jem v genomu pri dveh vzorcih z neplodnostjo (preiskovanca 
1 in 25). V regiji chr12:6,715,629-6,717,016 (hg19), z velikostjo 1338 bp, kjer se nahaja gen 
CHD4, je bila pri omenjenih vzorcih zaznana izguba števila kopij regije. Na tem območju 
genoma se nahajajo tri sonde.   
 
Slika 47: Prikaz izpisa iz genomskega brskalnika UCSC za regijo chr12: 6,715,629-6,717,016 (hg19) 
Pregled regije v brskalniku UCSC, kot prikazuje slika 47, omogoča vpogled v regijo, ki 
vsebuje tako ekson kot intron. V zbirki ClinGen se za CNV-je na tem območju nahajajo 
pogostejše patogene izgube (rdeče) in pridobitve (modro) števila kopij, večje od CNV-ja. V 
zbirki DGV so na tem območju prisotni tudi CNV-ji izgub (rdeče) in pridobitev (modro) v 
splošni populaciji. Podatkovna zbirka DECIPHER za omenjeno  regijo ne vsebuje 
preiskovancev s CO/neplodnostjo v klinični sliki. V podatkovni zbirki ISCA se na tem 
območju za primere izgub nahaja ena patogena različica. Gen CHD4 je povezan z 
sindromom Sifrim-Hitz-Weiss (OMIM ID: 617159).  
4.3.12 Gen MGAT1 in različica števila kopij 
Gen MGAT1 je povezan z različico števila kopij, v genomu pri vzorcih s CO (preiskovanca 
7 in 19) in neplodnostjo (preiskovanca 16 in 27). V regiji chr5:180,236,681-180,237,280 
(hg19), z velikostjo 600 bp, kjer se nahaja MGAT1, je bila pri omenjenem vzorcu zaznana 
izguba števila kopij regije. Na tem območju genoma se nahajajo štiri sonde, povprečna 
logaritemska vrednost je -0,845.  
 
Slika 48: Prikaz izpisa iz genomskega brskalnika UCSC za regijo chr5:180,236,681-180,237,280 (hg19) 
Pregled regije v brskalniku UCSC, kot prikazuje slika 48, omogoča vpogled v regijo, ki 
vsebuje tako ekson kot intron. V zbirki ClinGen se za CNV-je na tem območju, pogosto 
nahajajo tako primeri patogenih izgub (rdeče) in pridobitev (modro) števila kopij, večjih od 
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CNV-ja. V zbirki DGV so na tem območju prisotni tudi CNV-ji izgub (rdeče) in pridobitev 
(modro) v splošni populaciji. Podatkovna zbirka DECIPHER za omenjeno  regijo ne vsebuje 
preiskovancev, ki  bi imeli CO/neplodnostjo v klinični sliki. V podatkovni zbirki ISCA se 
na tem območju za primere izgub nahajata dve patogeni različici.  
4.3.13 Gen NHEDC1 in različica števila kopij 
Gen NHEDC1 je skupaj z geni NHEDC2, BDH2, in CENPE povezan s CNV-jem pri vzorcu 
z neplodnostjo (preiskovanec 11). V regiji chr4:103,912,786-104,507,111 (hg19), 594326 
bp, kjer se nahaja gen NHEDC1, je bila pri omenjenem vzorcu zaznana izguba števila kopij 
regije. Na tem območju genoma se nahaja 21 sond, povprečna logaritemska vrednost je -
0,809.  
 
Slika 49: Prikaz izpisa iz genomskega brskalnika UCSC za regijo chr4:103,912,786-104,507,111 (hg19) 
Pregled regije v brskalniku UCSC, kot prikazuje slika 49, omogoča vpogled v regijo, ki 
vsebuje tako eksone kot introne različnih genov. V zbirki ClinGen se za CNV-je na tem 
območju nahajajo primeri patogenih pridobitev števila kopij (modro), večjih od CNV-ja. V 
zbirki DGV so na tem območju prisotni tudi CNV-ji izgub (rdeče) in pridobitev (modro) v 
splošni populaciji, večji in manjši od CNV-ja. Regija, na kateri se nahaja CNV, je povezana 
z mikrocefalijo (OMIM ID: 616051). Podatkovna zbirka DECIPHER za omenjeno  regijo 
ne vsebuje preiskovancev, ki bi imeli CO/neplodnost v klinični sliki. V podatkovni zbirki 
ISCA se na tem območju za primere izgub števila kopij ne nahajajo patogene različice.  
4.3.14 Gen NEIL2 in različica števila kopij  
Gen NEIL2, je skupaj z genoma FDFT1, CTSB povezan s CNV-jem pri vzorcu s CO 
(preiskovanec 18). V regiji chr8:11,627,813-11,805,960 (hg19), z velikostjo 178,148 bp, 
kjer se nahaja NEIL2, je bila pri omenjenem vzorcu zaznana pridobitev števila kopij regije. 
Na tem območju genoma se nahaja osem sond, povprečna logaritemska vrednost je 0,473.  
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Slika 50: Prikaz izpisa iz genomskega brskalnika UCSC za regijo chr8:11,627,813-11,805,960 (hg19) 
Pregled regije v brskalniku UCSC, kot prikazuje slika 50, omogoča vpogled v regijo, ki 
vsebuje tako eksone kot introne večih genov. V zbirki ClinGen se za CNV-je na tem območju 
nahajajo primeri patogenih pridobitev (modro) in izgub (rdeče) števila kopij, večjih od CNV-
ja. V zbirki DGV so na tem območju prisotni tudi CNV-ji izgub (rdeče) in pridobitev 
(modro) v splošni populaciji, večji in manjši od CNV-ja. Za gen NEIL2 je značilno visoko 
izražanje v testisih (OMIM ID: 608933). Podatkovna zbirka DECIPHER za omenjeno  regijo 
ne vsebuje opisanih primerov preiskovancev s CO/neplodnostjo v klinični sliki. V 
podatkovni zbirki ISCA se na tem območju za primere izgub števila kopij nahaja 32 
patogenih različic.  
4.3.15 Gen B3GALTL in različica števila kopij 
Gen B3GALTL je povezan s CNV-jem pri vzorcu z neplodnostjo (preiskovanec 11). V regiji 
chr13:31,784,460-31,860,998 (hg19), z velikostjo 76539 bp, kjer se nahaja B3GALTL, je 
bila pri omenjenem vzorcu zaznana pridobitev števila kopij regije. Na tem območju genoma 
se nahaja 65 sond, povprečna logaritemska vrednost je 0,533.  
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Slika 51: Prikaz izpisa iz genomskega brskalnika UCSC za regijo chr13:31,784,460-31,860,998 (hg19) 
Pregled regije v brskalniku UCSC, kot prikazuje slika 51, omogoča vpogled v regijo, ki 
vsebuje tako eksone kot introne gena B3GALTL. V zbirki ClinGen so za CNV-je na tem 
območju pogosto nahajajo patogene pridobitve (modro) in izgube (rdeče) števila kopij, večje 
od CNV-ja. V zbirki DGV so na tem območju prisotni tudi CNV-ji izgub (rdeče) in 
pridobitev (modro) v splošni populaciji. Omenjena regija je povezana s sindromom Peters-
plus, kjer je CO definiran v klinični sliki (OMIM ID: 610308). Podatkovna zbirka 
DECIPHER za omenjeno  regijo ne vsebuje preiskovancev, ki  bi imeli CO/neplodnost v 
klinični sliki. V podatkovni zbirki ISCA se na tem območju za primere pridobitev števila 
kopij nahaja 21 patogenih različic.  
4.3.16 Gen CDH1 in različica števila kopij 
Gen CDH1, je povezan z različico števila kopij, pri vzorcu s CO (preiskovanec 19). V 
chr16:68,771,436-68,771,975 (hg19), z velikostjo 540 bp, kjer se nahaja del gena CDH1, je 
bila pri omenjenem vzorcu zaznana pridobitev števila kopij regije. Na tem območju genoma 
se nahajajo tri sonde, povprečna logaritemska vrednost je 0,796.  
 
 
Slika 52: Prikaz izpisa iz genomskega brskalnika UCSC za regijo chr16:68,771,436-68,771,975 
Pregled regije v brskalniku UCSC, kot prikazuje slika 52, omogoča vpogled v regijo, ki 
vsebuje intron gena CDH1. V zbirki ClinGen so za CNV-je na tem območju pogosto 
nahajajo patogene pridobitve (modro) in izgube (rdeče) števila kopij, večje od CNV-ja. V 
zbirki DGV so na tem območju prisotni tudi CNV-ji pridobitev (modro) v splošni populaciji, 
večjih od CNV-ja v skupini preiskovancev. Gen CDH1 je povezan z rakom prostate (OMIM 
ID: 176807). Podatkovna zbirka DECIPHER za omenjeno  regijo ne vsebuje preiskovancev 
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s CO/neplodnostjo v klinični sliki. V podatkovni zbirki ISCA se na tem območju za primere 
pridobitev ne nahajajo patogene različice.  
4.3.17 Gen CUX1 in različica števila kopij 
Gen CUX1 je povezan s CNV-jem pri vzorcu z neplodnostjo (preiskovanec 26). V regiji 
chr7:101,758,324-101,768,843 (hg19), z velikostjo 10520 bp, kjer se nahaja del gena CUX1, 
je bila pri vzorcu 26 zaznana izguba ene kopije regije. Na tem območju genoma se nahaja 
pet sond, povprečna logaritemska vrednost je -0,547.  
 
Slika 53: Prikaz izpisa iz genomskega brskalnika UCSC za regijo chr7:101,758,324-101,768,843 (hg19) 
Pregled regije v brskalniku UCSC, kot prikazuje slika 53, omogoča vpogled v regijo, ki 
vsebuje tako ekson, kot intron. V zbirki ClinGen se za CNV-je na tem območju pogosto 
nahajajo patogene izgube (rdeče) in pridobitve (modro) števila kopij. V zbirki DGV so na 
tem območju prisotni tudi CNV-ji izgub (rdeče) in pridobitev (modro) v splošni populaciji. 
Podatkovna zbirka DECIPHER vrne izpis o preiskovancu 269744, ki ima v klinični sliki tudi 
CO, deletirana regija obsega chr7:100,348,129-103,643,666 (hg19). V podatkovni zbirki 
ISCA se na tem območju za primere izgub števila kopij nahaja šest patogenih različic.   
4.3.18 Gen ERCC6 in različica števila kopij 
Gen ERCC6 je povezan s CNV-jem pri vzorcu s CO (preiskovanec 3). V regiji 
chr10:50,680,900-50,686,584 (hg19), z velikostjo 5685 bp, kjer se nahaja del gena ERCC6, 
je bila pri vzorcu 3 zaznana izguba števila kopije regije. Na tem območju genoma se nahaja 
23 sond, povprečna logaritemska vrednost, ki jo poda program je -0,781.  
 
Slika 54: Prikaz izpisa iz genomskega brskalnika UCSC za regijo chr10:50,680,900-50,686,584 (hg19) 
Pregled lastnosti regije v brskalniku UCSC, kar prikazuje slika 54, omogoča vpogled v 
regijo, ki vsebuje tako eksone kot introne. V zbirki ClinGen so pogoste patogene pridobitve 
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(modro) in izgube (rdeče) števila kopij na tej regij. V zbirki DGV so na tem območju prisotni 
tudi CNV-ji izgub (rdeče) in pridobitev (modro) v splošni populaciji. Gen ERCC6 je povezan 
z: Cerebrookulofacioskeletalni sindrom 1, sindrom Cockayne, tip B, sindrom De Sanctis-
Cacchione, prezgodnja odpoved delovanja jajčnikov 11 (angl. premature ovarian failure 
11), sindrom UV-senzitivnosti, povečana verjetnost za nastanek raka pljuč, s starostjo 
povezana makularna degeneracija, a z neplodnostjo/CO ni povezav (OMIM ID: 609413). V 
podatkovni zbirki DECIPHER je prisoten preiskovanec 257636 (izguba števila kopij na 
regiji chr10: 46,205,720-74,702,341 (hg19), ki ima v klinični sliki CO. Podatkovna zbirka 
ISCA na tej regiji vsebuje 13 različic, med katerimi so tako patogene kot različice neznanega 
pomena.    
4.3.19 Regija 12q21.1 in različica števila kopij 
Regija chr12:74,420,680-74,577,474 (hg19), z velikostjo 156.795 bp, je povezana s CNV-
jem izgube števila kopije regije pri vzorcu s CO (preiskovanec 22). Na tem območju genoma 
se nahaja pet sond, povprečna logaritemska vrednost je -0,949.   
 
Slika 55: Prikaz izpisa iz genomskega brskalnika UCSC za regijo chr12:74,420,680-74,577,474 (hg19)   
Pregled regije v brskalniku UCSC, kot prikazuje slika 55, omogoča vpogled v regijo na 
območju CNV-ja. V zbirki ClinGen za CNV-je se na tem območju nahajajo pogoste 
patogene izgube (rdeče) in pridobitve (modro) števila kopij, večje od CNV-ja. V zbirki DGV 
so na tem območju prisotni tudi CNV-ji izgub (rdeče) in pridobitev (modro) v splošni 
populaciji, večji in manjši od CNV-ja. Na omenjeni regiji, so prisotni regulatorni elementi:  
transkripcijski represor CTCF, predvidena regija transkripcije (angl. predicted transcribed 
region), kot tudi predvidena promotorska regija (angl. predicted promoter region). Gen 
LOC10050737, ki ga na omenjeni regiji prikazuje brskalnik UCSC, je gen za nekodirajočo 
RNA (angl. non-coding RNA; ncRNA), program Agilent Cytogenomics ga pri preiskovancu 
ni zaznal. Podatkovna zbirka DECIPHER za omenjeno regijo ne vsebuje preiskovancev s 
CO/neplodnostjo. Podatkovna zbirka ISCA na tem območju za primere izgub števila kopij 
vsebuje tri patogene različice.  
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4.3.20 Regija 21q21.1 in različica števila kopij 
Regija chr21:23,683,528-23,875,226 (hg19), z velikostjo 191.699 bp,  je povezana s CNV-
jem izgube števila kopije regije pri vzorcu s CO (preiskovanec 21). Na tem območju genoma 
se nahaja sedem sond, povprečna logaritemska vrednost je -0,973.   
 
Slika 56: Prikaz izpisa iz genomskega brskalnika UCSC za regijo chr21:23,683,528-23,875,226 (hg19) 
Pregled regije v brskalniku UCSC, kot prikazuje slika 56, omogoča vpogled v regijo, kjer ni 
prisotnih genov. V zbirki ClinGen za CNV-je na tem območju se pogosto nahajajo tako 
patogene izgube (rdeče) in pridobitve (modro) števila kopij, večje od CNV-ja. V zbirki DGV 
so na tem območju prisotni tudi CNV-ji izgub (rdeče) in pridobitev (modro) v splošni 
populaciji, večji in manjši od CNV-ja. Na omenjeni regiji so prisotni regulatorni elementi: 
transkripcijski represor CTCF in predvidena regija transkripcije. Podatkovna zbirka 
DECIPHER za omenjeno  regijo ne vsebuje preiskovancev s CO/neplodnostjo. Podatkovna 
zbirka ISCA na tem območju za primere izgub števila kopij vsebuje 11 patogenih različic.  
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4.3.21 Regija 3q25.2 in različica števila kopij 
Regija chr3:154,150,933-154,258,120 (hg19), z velikostjo 107.188 bp, je povezana s CNV-
jem izgube števila kopije regije pri vzorcu s CO (preiskovanec 9). Na tem območju genoma 
se nahaja sedem sond, povprečna logaritemska vrednost je -0,973.   
 
Slika 57: Prikaz izpisa iz genomskega brskalnika UCSC za regijo chr3:154,150,933-154,258,120 (hg19) 
Pregled regije v brskalniku UCSC, kot prikazuje slika 57, omogoča vpogled v regijo, kjer ni 
prisotnih genov. V zbirki ClinGen za CNV-je se na tem območju nahajajo tako patogene 
izgube (rdeče) in pridobitve (modro) števila kopij, večje od CNV-ja. V zbirki DGV so na 
tem območju prisotni tudi CNV-ji izgub (rdeče) in pridobitev (modro) v splošni populaciji, 
manjši od CNV-ja. Na omenjeni regiji, so prisotni regulatorni elementi: transkripcijski 
represor CTCF in predvidena regija transkripcije. Podatkovna zbirka DECIPHER za 
omenjeno  regijo ne vsebuje preiskovancev s CO/neplodnostjo. Podatkovna zbirka ISCA na 
tem območju za primere izgub števila kopij vsebuje eno patogeno različico.  
4.3.22 Regija 4q27 in različica števila kopij 
Regija chr4:123,747,459-123,747,860 (hg19), z velikostjo 402 bp, izgube števila kopije 
regije pri vzorcih s CO (preiskovanca 15 in 17). Na tem območju genoma se nahajajo tri 
sonde, povprečna logaritemska vrednost je -0,995.   
 
Slika 58: Prikaz izpisa iz genomskega brskalnika UCSC za regijo chr4:123,747,459-123,747,860 (hg19) 
Pregled regije v brskalniku UCSC, kot prikazuje slika 58, omogoča vpogled v regijo, kjer ni 
prisotnih genov. V zbirki ClinGen za CNV-je se na tem območju nahajajo tako primeri 
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patogenih izgub (rdeče) in pridobitev (modro) števila kopij, večjih od CNV-ja. V zbirki DGV 
je na tem območju prisoten CNV izgub (rdeče) in v splošni populaciji,  manjši od CNV-ja v 
vzorcih 15 in 17. Na omenjeni regiji, so prisotni regulatorni elementi: območje v bližini 
predvidene promotorske regije (angl. predicted promoter flanking region), predvidena 
promotorska regija in predvideni ojačevalec izražanja (angl. predicted enhancer). 
Podatkovna zbirka DECIPHER za omenjeno regijo ne vsebuje preiskovancev s 
CO/neplodnostjo. Podatkovna zbirka ISCA na tem območju za primere izgub števila kopij 
vsebuje štiri patogene različice. 
4.3.23 Regija 6p21.1 in različica števila kopij 
Regija chr6:41,513,763-41,513,987 (hg19), z velikostjo 225 bp, je povezana s pridobitvijo 
števila kopij regije pri vzorcu s CO (preiskovanec 18). Na tem območju genoma se nahajajo 
štiri sonde, povprečna logaritemska vrednost je 0,835.   
 
Slika 59: Prikaz izpisa iz genomskega brskalnika UCSC za regijo chr6:41,513,763-41,513,987 (hg19) 
Pregled regije v brskalniku UCSC, kot prikazuje slika 59, omogoča vpogled v regijo, kjer 
pri preiskovancu program Agilent Cytogenomics ni zaznal genov. V zbirki UCSC je na tem 
območju prisoten gen za ncRNA FOXP4. V zbirki ClinGen za CNV-je na tem območju 
vsebuje primere tako patogenih izgub (rdeče) in pridobitev (modro) števila kopij, večjih od 
CNV-ja. V zbirki DGV sta na tem območju prisotni tudi CNV-ja izgub (rdeče), večji od 
CNV-ja pri vzorcu 18. Na omenjeni regiji, je prisoten regulatorni element: predvidena 
promotorska regija. Podatkovna zbirka DECIPHER za omenjeno regijo ne vsebuje 
preiskovancev s CO/neplodnostjo. V zbirki ISCA se na tem območju za primere izgub 
števila kopij ne nahajajo patogene različice.  
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5 RAZPRAVA 
V magistrskem delu smo izvedli več analiz: posodobili podatkovno zbirko Cryptorchidism 
gene database, določili gene povezane s CO pri dveh ali več vrstah, analizirali genomsko  
razporeditev lokusov za CO,  identificirali SRO-je na ravni celotnega genoma, določili  gene 
za CO prisotne v SRO-jih pri človeku in njihove ortologe, izvedli analizo vpletenosti genov 
za CO v biološke poti in mreže na osnovi PPI, ugotovili prisotnost genov za CO v rezultatih 
večih bioinformacijskih analiz in določili 23 CNV-jev pri preiskovancih s CO in/ali 
neplodnostjo. Rezultati študije predstavljajo osnovo za nadaljnje  funkcionalne študije.  
5.1 GENOMSKA RAZPOREDITEV LOKUSOV 
Najvišje število lokusov za CO se nahaja na kromosomu 10, sledijo mu kromosomi X, 2, 15, 
7 in 11. Potrebno je kritično razmišljanje ob teh podatkih, saj ni nujno, da so na teh območjih 
res zanesljivejši kandidatni geni za CO. Pogosto se dogaja, da se nekatere gene ali lokuse 
zaradi popularnosti raziskuje več, kot druge. Če upoštevamo tudi velikost kromosomov 
(število CO lokusov na bp kromosoma), je najvišje uvrščen ponovno kromosom 10, sledi 
mu kromosom X. Vrstni red preostalih kromosomov pa se je nekoliko spremenil; kromosom 
20 je razvrščen višje, kromosoma 5 in 6 pa nižje. Kromosom 20 ima samo dva CO lokusa, 
BMP7 in PROKR2, ki se ne nahajata v bližini, a ker je  manjši, je ta rangiran mnogo višje  v 
analizi števila CO lokusov na bp kromosoma kot v analizi števila CO lokusov na kromosom. 
Kromosom 5 vsebuje tri CO lokuse, kromosomsko regijo 5p15.2, gen MSX2 in gen NSD1. 
Kromosom 6 vsebuje tri CO lokuse, ESR1, FANCE, RAB23, ki niso v bližini. V GW-SRO 
se SRO-ji nahajajo na osmih kromosomih, največ na kromosomu X (n=7) in kromosomu 10 
(n=3).   
5.2 KLINIČNA SLIKA IN KOMORBIDNOST PRI PREISKOVANCIH S 
KRIPTORHIZMOM 
Analiza zbirke Cryptorchidism gene database je razkrila, da se CO pojavlja v različnih 
oblikah; v prirojeni  ali v pridobljeni obliki. Prisoten je lahko unilateralno, ali bilateralno. 
Komorbidnost CO je zelo heterogena. V zbirki Cryptorchidism gene database se CO 
pojavlja tako v sindromski in nesindromski obliki. Pojavlja se tudi v izolirani obliki. Pri 
človeku je unilateralni CO bolj pogost kot bilateralni CO; dve tretjini primerov, proti eni 
tretjini primerov (Foresta in sod., 2008). Tudi Amman in Veeramachaneni, 2007 so poročali, 
da je pri večini živalskih vrst unilateralni CO bolj pogost kot bilateralni CO, razen v eni 
študiji pri psih in pri jelenih pasme Sitka Black-Tailed (SBTD). Hutson in sod. (2005) so 
predlagali, da je večja verjetnost za razvoj unilateralnega CO zaradi: ločenega delovanja 
androgenov na testisa preko ipsilateralnega genitofemoralnega živca (GFN),  napak v 
nevralnem razvoju ali delovanja CGRP. 
Iz izvedene analize razvrščanja kliničnih podatkov je razvidno, da je pri  preiskovancih s CO 
s prirojeno obliko povezanih nekoliko  višje število lokusov (n=65) proti pridobljeni obliki 
(n=53). Omeniti je potrebno, da v nekaterih študijah raziskovalci ne navajajo popolne 
klinične slike bolnikov in so  navedbe o klinični sliki le delne. Posledično se pogostosti 
posameznih podtipov v literaturi ne da natančno oceniti. Iz razvrščanja kliničnih podatkov 
je razvidno tudi, da v zbirki prevladujejo lokusi povezani z unilateralno obliko CO, proti 
bilateralni obliki CO (160 proti 87). Iz analize razvrščanja podatkov komorbidnosti v zbirki 
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je razvidno tudi, da nesindromske oblike CO prevladujejo proti sindromski obliki (132 proti 
52). Kriptorhizem  se pogosteje pojavlja v klinični sliki skupaj z neko boleznijo 
(komorbidnost), proti izolirani obliki (184 proti 54 lokusov). Nekateri lokusi so v različnih 
študijah povezani z več podtipi CO. Na primer, 39 lokusov je povezanih z unilateralnim in 
bilateralnim podtipom CO in 21 lokusov se pojavlja v povezavi prirojenim in pridobljenim 
podtipom CO.  Med te lokuse uvrščamo gena SOS1 in RAF1. Gena CHD7 in FGD1 sta bila 
povezana tako z  nesindromsko kot tudi sindromsko obliko CO; Gen CHD7 je genetski vzrok 
za  IHH (nesindromska bolezen) in KS (sindrom). Gen FGD1 je povezan s fenotipom 
podobnim sindromu (angl. resembling Aarskog-Scott) (nesindromska bolezen) in sindromu 
Aarskog-Scott. Gena RAF1 in SOS1 sta povezana z  izoliranim podtipom CO, kot tudi s 
sindromsko obliko CO. Lokusa sta genetski vzrok  sindroma Noonan in povezana z izolirano 
obliko CO. Lokus CBL je bil povezan tako z izolirano obliko CO, kot tudi z drugimi 
boleznimi, kot so:  izguba sluha, zaostanek v razvoju, predispozicija za otroško 
mielomonocitno levkemijo (angl. predisposition to juvenile myelomonocytic leukemia, 
JMML) in kardiomiopatijo. Geni, ki so povezani z več podtipi CO, predstavljejo potencial 
za splošne označevalce za CO, ostali geni, povezani z samo enim podtipom, pa označevalce 
za posamezen podtip CO.  Vse te opisane povezave se nanašajo  na trenutne podatke v zbirki, 
ki smo jo razvili, vendar bo potrebno te podatke še dopolnevati z informacijami iz novih 
študij.   
Komorbidnost CO je torej zelo heterogena. Kriptorhizem je povezan s 93 boleznimi, od teh  
je 39 sindromov. Če obravnavamo nesindromsko obliko, se CO najpogosteje pojavlja z: 
boleznimi reproduktivnega trakta, zaostankom v razvoju, boleznimi kosti, sluha, srca, 
prebavnega trakta, nevrološkimi težavami in rakom. Pomembno je omeniti tudi, da je iz 
pridobljenih komorbidnih bolezni razvidno, da se CO pojavlja v klinični sliki bolezni vseh 
organskih sistemov. Razlogi za visoko heterogenost komorbidnosti se nahajajo tudi v 
večfaktorskem ozadju nastanka CO. 
Sindromi, kjer se CO pojavlja v klinični sliki, imajo pogosto heterogeno klinično, kot tudi 
genetsko ozadje. Na primer, nek gen je lahko povezan: 1. s sindromom, ki ima CO  v klinični 
sliki, 2. lahko je genetski vzrok za isti sindrom, vendar preiskovanec nima CO v klinični 
sliki, in 3.  gen je povezan z nesindromsko boleznijo. Primere povezav med genotipom in 
fenotipom v povezavi s CO prikazuje preglednica 28.   
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Preglednica 29: Prikaz heterogenosti povezav med genotipom in fenotipom pri komorbidnosti kriptorhizma 
Lokus Bolezen Kriptorhizem Referenca PMID 
SEMA3E KS  da Young in sod., 2012 22416012 
ANOS1 (KAL1) KS da Salenave in sod., 
2008 
18160472 
CHD7 KS da Jongmans in sod., 
2009 
19021638 
CHD7 KS ne Jongmans in sod., 
2009 
19021638 
CHD7 IHH da Jongmans in sod., 
2008 
19021638 
PROK2 KS da Cole in sod., 2008 18559922 
PROK2 IHH da Cole in sod., 2008 18559922 
PROKR2 KS  da Cole in sod., 2008 18559922 
PROKR2 IHH da Cole in sod., 2008 18559922 
Xp22.31 KS  da Klonisch in sod., 
2004 
15136137 
Legenda: sindrom Kallmann (KS), Idiopatski hipogonadotropni hipogonadizem (angl. 
idiopathic hypogonadotropic hypogonadism; IHH) 
Genomska razporeditev lokusov za sindrome s CO v klinični sliki je razkrila, da se ti lokusi 
nahajajo na 66,7 % (16/24) kromosomih človeka. Ponovno smo potrdili visoko vpletenost 
kromosoma X, na katerem se nahaja 11 lokusov, povezanih s sindromi s CO v klinični sliki. 
Sindromski lokusi so bili v manj primerih izbrani za eksperimentalno preverjanje vpletenosti 
v razvoj CO, ker CO nima jasnega sindromskega ozadja nastanka. Lokusi, ki so   določeni 
kot genetski vzrok pri boleznih, pri katerih je CO prisoten v  klinični sliki sindroma, lahko 
predstavljajo priložnost za predpostavljanje novih kandidatnih genov povezanih s sindromi. 
Potrebno je tudi ločevanje med prirojenim  in pridobljenim podtipom CO, saj so vzroki za 
njun nastanek različni (Bonney in sod., 2008; Hutson in sod., 2005). Prav tako je lahko 
različno tudi ozadje razvoja unilateralnega in bilateralnega CO.  Poleg tega je unilateralni 
CO bolj pogost pri človeku in je zato potrebno ločevanje tudi lokusov, ki so vpleteni v le 
eno ali drugo obliko CO (Foresta in sod., 2008; Amman in Veeramachaneni, 2007; Hutson 
in sod., 2005).  
Dva gena izmed 43 genov, ki sta prisotna v rezultatih vsaj dveh bioinformacijskih analiz,  
VAMP7 in RAF1, sta povezana tako s CO, kot neplodnostjo. Gen RAF1 je bil s CO in 
neplodnostjo povezan na modelu miši, VAMP7 je tudi znotraj SRO Xq28. Gen VAMP7 je 
povezan s prirojenim CO, nesindromsko obliko CO in bilateralnim CO, RAF1 je povezan s 
prirojenim, pridobljenim CO in izoliranimi primeri CO ter unilateralnimi in bilateralnimi 
oblikami CO.  
5.3 IDENTIFIKACIJA NAJMANJŠIH REGIJ PREKRIVANJA 
Predhodne študije na področju SRO-jev so bile izvedene v povezavi z več sindromi ali 
boleznimi. Na primer, Ton in sod. (1991) so definirali SRO za Wilms tumor na osnovi delecij 
regije 11p13 in identificirali gen WT1 kot bolezenski lokus. Orivoli in sod. (2016) so 
identificirali SRO na Xp11.22 pri preiskovancih z mikroduplikacijami in intelektualno 
zaostalostjo, vezano na kromosom X. Avtorji so identificirali gen HUWE1 kot edini protein-
kodirajoči gen v SRO-ju. Študije na področju SRO-jev ponavadi poročajo o enem lokusu, 
povezanim z nastankom bolezni ali simptoma, a sistematična analiza, ki bi se osredotočila 
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na identifikacijo SRO-jev v celotnem genomu za večfaktorsko bolezen kot je CO, še ni bila 
izvedena.  
Pri analizo SRO-jev smo pričakovali štiri tipe rezultatov: 1. potrjeni SRO-ji (predhodno 
identificirani v študijah drugih raziskovalnih skupin, brez dodatnih prekrivajočih se 
podatkov), 2. predhodno identificirani, ki bi jih potrdili z dodajanjem kromosomskih mutacij 
na isti regiji, 3. zoženi SRO-ji, ki so bili opisani v predhodnih študijah in bi jih  z našo 
raziskavo zožili  z dodajanjem novih regij in 4. novo identificirani SRO-ji, ki še niso bili  
poročani. Identificirali smo 18 SRO-jev, 13 smo jih identificirali na novo in pet, ki so bili 
določeni v predhodno.  
Predhodno identificirani SRO-ji vključujejo pet regij na kromosomih 7, 10, 15, 17 in X. Med 
13 novo identificiranimi sta tudi dva, ki sta bila določena s prekritjem predhodno določenih 
SRO-jev. Kromosom 2 vključuje tri predhodno identificirane regije (2p15-p16.1, 2p15 in 
2p14-p15), a so bile te regije prekrite v dva SRO-ja 2p15-p16.1 in 2p15, povezana s CO. 
Klinični podatki preiskovancev, na podlagi katerih so bili določeni SRO-ji, so zelo 
heterogeni. Na primer, SRO 7p22.1 je bil določen na osnovi regij preiskovancev s 
prirojenim, pridobljenim CO, kot tudi unilateralnim (levi/desni) in bilateralnim CO. 
Najmanjša regija prekrivanja 10q26.12 vključuje preiskovance s prirojenim, pridobljenim 
CO, kot tudi bilateralnim in unilateralnim CO. Najmanjša regija prekrivanja na regiji 15q25 
vključuje preiskovance s pridobljenim CO, kot tudi unilateralnim in bilateralnim CO.  
Predhodno poročani SRO, določen v raziskavi Koolen in sod. (2008) vključuje sedem 
preiskovancev s pridobljenim CO. Predhodno določeni SRO Xq28-C, ki vsebuje kandidatni 
gen VAMP7, je bil določen v študiji Tannour-Louet in sod. (2014), kjer so SRO definirali 
tudi s primerjavo sprememb števila kopij regij preiskovancev iz devetih drugih študij. Oblike 
CO, ki so bile prisotne pri preiskovancih vključujejo: prirojeni, pridobljeni CO in bilateralni 
CO. Najmanjša regija prekrivanja 2p15-p16.1 vključuje kromosomske regije identificirane 
pri preiskovancih s prirojenim in unilateralnim (desnim) CO. Najmanjša regija prekrivanja 
2p15 vključuje preiskovance s prirojenim in pridobljenim CO. Popolno poročanje kliničnih 
podatkov olajša delo in identifikacijo povezav različnih oblik CO z različnimi CO lokusi ali 
regijami. Zavedamo se, da se omenjene podrobnosti klinčne slike manj pogosto poroča v 
študijah, ki se ne osredotočajo specifično na CO, ampak na širšo klinično sliko, ki je na 
primer prisotna v nekaterih sindromih. 
Ker so kandidatni geni lahko povezani z različnimi oblikami CO, kot je prirojeni in/ali 
pridobljeni CO, unilateralni in/ali bilateralni CO, je v prihodnosti nujna uporaba dodatnih 
pristopov razvrščanja po prioriteti za specifične klinične podtipe CO. Različni 
proiritizacijski pristopi so bili poročani pri več boleznih in lahko dajo različne rezultate, 
vendar zlatega standarda za identifikacijo zanesljivejših kandidatnih genov za 
eksperimentalno preverjanje še ni. Pristop razvrščanja po prioriteti, opisan v tem 
magistrskem delu, predstavlja možnost za iskanje novih kandidatnih genov za  
eksperimentalno  raziskovanje bioloških mehanizmov razvoja CO. Naš pristop je možno 
uporabiti kot modelni protokol, ki se ga lahko priredi za podobne eksperimente razvrščanja 
po prioriteti pri drugih boleznih. Ker sta kromosom X in kromosom 10 vsebovala najvišje 
število SRO-jev in s CO povezanih lokusov med 18 identificiranimi SRO-ji, sta podrobneje 
obravnavana v naslednjih poglavjih.  
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5.3.1 Najmanjše regije prekrivanja na kromosomu 10 
Kromosom 10 vključuje najvišje število lokusov povezanih s CO. Regija 10q26.12 je bila v 
študiji Choucair in sod. (2015) predlagana kot kritična regija za razvoj simptomov anomalij 
spolovil, ki vključujejo CO pri preiskovancih z delecijskim sindromom 10q. V študiji so 
opisovali bolnika z intersticijsko delecijo obsega 4,5 Mbp na regiji 10q26.1. Dodatno so 
pregledali klinično sliko preiskovancev s podobnimi delecijami. Starejša predlagana kritična 
regija je bila določena  na chr10:122, 878, 779–124, 072, 142 (hg18) oz. 10q25.3–q26.1 
(Yatsenko in sod., 2009).  Regija obsega pet genov: FGFR2, NSMCE4A, ATE1, TACC2 in 
BTBD16, od katerih sta zadnja gena brez znane funkcije. Delecijo gena FGFR2  so povezali 
z obraznimi pomanjkljivostmi (angl. craniosynostosis) (Yatsenko in sod., 2009). Gen je 
potreben je tudi za moško spolno diferenciacijo, predvideno s posredovanjem aktivnosti 
FGF9. Haplopomanjkljivost (angl. haploinsufficiency) tega gena naj bi bila povezana s 
spremembo spola pri moških (Tosur in sod., 2015). Obstaja pa mnogo primerov, kjer distalna 
monosomija 10q, ki obsega gen FGFR2, ni bila povezana z anomalijami spolovil. Posledično 
so avtorji Choucair in sod. (2015) predpostavili, da bi gen FGFR2 lahko bil povezan z 
razvojem dismorfnih obraznih karakteristik pri preiskovancih z mikrodelecijo 10q26.1. 
Ogata in sod. (2000) so regijo povezano z napakami spolovil postavili na regijo 10q26.3, ki 
pri preiskovancu iz študije Choucair in sod. (2015) ni bila deletirana. Razloženo ji bilo, da 
so Yatsenko in sod. (2009) določili lokacijo SRO  na regijo 10q25.3-q26.1. Gena EMX2 in 
GFRA1 sta bila predlagana kot kandidata za anomalije spolovil, a preiskovanec v študiji 
Choucair in sod. (2015) ne vsebuje predlaganih kandidatnih genov. Posledično so Choucair 
in sod. (2015) SRO za anomalije spolovil predlagali na 10q26.12 regiji, kjer vsi opisani 
primeri izkazujejo napake spolovil. Definirana kritična regija obsega gena PPAPDC1A in 
WDR11. Napake v zaporedju gena WDR11 pri človeku vodi v zmanjšanje njegove funkcije, 
kar posledično vodi v IHH in KS, kar lahko povzroči napake v razvoju primarnih in 
sekundarnih spolnih znakov (Kim in sod., 2010). Zgoraj omenjene napake v razvoju moških 
spolovil se prekrivajo s karakteristikami IHH in KS. Gen WDR11 je povezan z višjo 
verjetnostjo haplopomanjkljivosti z vrednostjo 56,2 % (http://decipher.sanger.ac.uk/). Na 
podlagi teh podatkov ta gen predstavlja pomembnega kandidata za nadaljnje raziskave, saj 
avtorji priporočajo testiranje mutacij pri moških s podobnimi anomalijami spolovil 
(Choucair in sod., 2015). Najmanjše regije prekrivanja, identificirane v študiji Yatsenko in 
sod.(2009) na 10q25.3-q26.1, Ogata in sod. (2000) na 10q26.3, imajo skupno prekrivanje v 
območju SRO 10q26.12, identificiranem v študiji Choucair in sod. (2015), ki smo ga zato 
uvrstili med pet  predhodno določenih SRO-jev v rezultatih GW-SRO analize magistrskega 
dela. 
5.3.2 Najmanjše regije prekrivanja na kromosomu X 
Kromosom X je drugi najbolj pogost po številu genov povezanih s CO v razviti zbirki. 
Klonisch in sod. (2004) so s pregledom literature za molekularno uravnavanje  spusta 
testisov in razvoj zunanjih spolovil zbrali 18 sindromov povezanih s CO. Dvanajst 
sindromov je povezanih z genetskimi vzroki na kromosomu X. Tri od teh sindromov; 
sindrom TKCR, sindrom frontometafizealne displazije, sindrom Lenz displazije so povezani 
z Xq28 regijo, ki vsebuje tri SRO-je. Najmanjša regija prekrivanja na Xq28-A se nahaja na 
ChrX: 148000000-150691059 (GRCh38) in ne vsebuje kandidatnih genov za CO. 
Najmanjša regija prekrivanja Xq28-B je se nahaja na ChrX: 152429528-155620339 
(GRCh38) in vsebuje osem genov za CO (MAGEA6, L1CAM, IDH3G, SLC6A8, IRAK1, 
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MECP2, BRCC3 in FLNA). Najmanjša regija prekrivanja Xq28-C je bila identificirana v 
študiji Tannour-Louet in sod. (2014) se nahaja na ChrX: 155820463-155979195 (GRCh38) 
in vsebuje gen VAMP7, predhodno predlagan kot kandidatni gen za CO.  
Regija Xq28 je  bila predhodno podrobno raziskana in vsebuje kar nekaj genov povezanih z 
razvojem CO v povezavi s številnimi boleznimi. Lachlan in sod. (2004) so preučevali 
funkcionalno disomijo, ki nastane iz duplikacij distalnega Xq pri štirih preiskovancih, ki 
med seboj niso bili v sorodu in primerjali fenotipe preiskovancev s primeri  iz literature, ki 
so imeli podobne duplikacije Xq. Vse duplikacije identificirane pri preiskovancih, ki so tudi 
imeli CO, so obsegale SRO Xq28, a so se razlikovale v mestih preloma. Duplikacije regij 
Xq26, Xq27 in Xq28 so bile vključene v SRO-ja Xq28-C in Xq28-A. Klinična slika 
preiskovancev je podobna sindromu Prader-Willi, kjer so v klinični sliki med drugim 
prisotne motnje hranjenja in hipotonija. Druge pogoste lastnosti obsegajo zastoj rasti v 
maternici, mikrocefalijo in zaostanek v razvoju z minimalno, ali brez sposobnosti govora. 
Gen FLNA, ki se nahaja v regiji SRO Xq28-B, je bil predlagan v študiji Lachlan in sod. 
(2004) kot potencialni vzročni gen za bilateralno periventrikularno nodularno heterotopijo 
(BPNH; MIM 30049). Gre za bolezen nevralne migracije, ki se jo lahko diagnosticira z 
magnetno resonanco. Možne povezave s CO v študiji Lachlan in sod. (2004) niso omenjali. 
Gen VAMP7 je dejavnik vezikularnega prenosa. Gen je bil identificiran kot pomemben 
kandidat za razvoj CO v študiji Tannour-Louet in sod. (2014), v kateri so s funkcionalno 
študijo pri človeku, miših in s pregledom literature bolnikov s podobno klinično sliko 
ugotovili, da so genetske napake, ki obsegajo gen VAMP7, prisotne pri preiskovancih z 
genitourinarnimi motnjami. Spremembe v genetski dozi tega gena so odgovorne za 
nepravilen razvoj  genitourinarnega trakta pri človeku in miši, večinoma zaradi povišanega 
izražanja gena za receptorja za estrogen. Posledično je pri človeku povišana  doza tega gena 
in s tem višje izražanje proteinskega produkta vključena v zvišano delovanje receptorja za 
estrogen v genitourinarnih tkivih pri moškem, kar vpliva na virilizacijo reproduktivnega 
trakta in vodi  v genitourinarne napake. Najmanjša regija prekrivanja Xq28-C, ki obsega gen 
VAMP7, je bila  predhodno določena v študiji Tannour-Louet in sod. (2014). Regijo so 
določili kot kritično regijo z vplivom na  motnje maskulinizacije urogenitalnega trakta pri 
človeku. 
5.3.3 Zbiranje podatkov in obrazec za standardizirano  poročanje najmanjših regij 
prekrivanja 
V analizi GW-SRO smo 13 SRO-jev, povezanih s CO identificirali na novo, saj niso bili 
predhodno objavljeni v literaturi. Takšna analiza je bila mogoča z integracijo in analizo 
obsežnih in raznolikih podatkov iz študij, ki so vključene v zbirki Cryptorchidism gene 
database. Pomembno je omeniti, da je poročanje izdaje genoma v zbirki Ensembl, kot tudi 
citogenetske koordinate kromosomskih prog, vključenih v bolezni izrednega pomena za 
identifikacijo SRO-jev, kot tudi za primerjave med študijami. Starejše študije, ali študije, ki 
ne poročajo takšnih podatkov, predstavljajo poseben izziv za identifikacijo SRO-jev na ravni 
celotnega genoma, saj z orodjem za remapiranje koordinat v teh primerih problema ni možno 
rešiti. Zato smo predlagali  sistem poročanja genomskih koordinat, ki bi vseboval: 1. 
Referenco, 2. Informacije o preiskovancu (ID preiskovanca/članek o primeru/sindrom 
povezan s CO), 3. Kromosomsko progo in tip napake (delecija/inverzija/duplikacija/itd.) ali 
kariotip, 4. Koordinate kromosomske proge (kot poročano v članku (tudi uporabljena izdaja 
genoma), 5. Remapirane koordinate kromosomske proge glede na najnovejšo izdajo 
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genoma/trenutne koordinate glede na najnovejšo izdajo genoma, če koordinat v študiji niso 
poročali. Predlagani  obrazec  je prikazan v preglednici 30 in bo omogočal študijam 
določanja SRO-jev hitrejše določanje kromosomskih regij, povezanih s CO. Ta sistem je 
možno uporabiti pri raziskavah SRO-jev tudi pri drugih večgenskih boleznih in posledično 
lažjo identifikacijo biooznačevalcev.  
 
Preglednica 30: Prikaz obrazca pobude za predpripravo in poročanje podatkov relevantnih za izvedbo analize 
določanja SRO-jev na ravni celotnega genoma (GW-SRO). 
Tip podatka: Primer: 
1. Referenca 
Tannour-Louet in sod. (2014) 
2. Podatki o preiskovancu (ID preiskovanec 
/poročanje o primeru/sindrom povezan s 
kriptorhizmom) 
Preiskovanec 1B 
3. Kromosomska proga in tip kromosomske 
mutacije (delecija/inverzija/duplikacija/etc.) ali 
kariotip 
dup(X)(q28) 
4. Koordinate kromosomske proge, kot je 
poročana v študiji (poročana oblika hg izdaje 
genoma)/ni podatka 
ChrX:154703320-154862054 (hg18) 
5. Remapirane koordinate kromosomske proge 
glede na zadnjo dostopno izdajo 
genoma/koordinate glede na trenutno  izdajo 




Obrazec poročanja bi koristil študijam različnega tipa, kjer določajo SRO-je na podlagi 
preiskovancev iz tekoče študije in preiskovancev iz objavljene literature, je potrebno 
remapiranje podatkov samo za predhodno poročane preiskovance iz literature. Takšen 
pristop so na primer uporabili v študijah Choucair in sod. (2015), Tannour-Louet in sod. 
(2014) in Yatsenko in sod. (2009). Študije, ki identificirajo SRO-je z analiziranjem 
preiskovancev samo iz predhodno objavljenih študij, na primer študija Klonisch in sod. 
(2004), bi  prav tako potrebovale remapiranje podatkov po opisanem vzorcu.  
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5.4 KANDIDATNI GENI ZA KRIPTORHIZEM PRISOTNI V IDENTIFICIRANIH 
NAJMANJŠIH REGIJAH PREKRIVANJA  
Več kandidatnih genov za CO se nahaja v regijah z identificiranimi SRO-ji. Ti geni zato 
predstavljajo zanesljivejše kandidate za nadaljnjo eksperimentalno preverjanje povezave s 
CO. Na primer, gen WDR11 je bil identificiran kot pomemben kandidat za razvoj CO v 
predhodno določenem SRO-ju 10q26.12. Gen VAMP7 je bil identificiran kot pomemben 
kandidat za razvoj CO v predhodno določenem SRO-ju na regiji Xq28 v študiji Tannour-
Louet in sod. (2014) (v naši študiji označen kot Xq28-C). 
Rezultati so pokazali, da je od skupno 927 genov, anotiranih na regije 18 SRO-jev, 60 genov 
povezanih z razvojem CO pri človeku. Smernice za prihodnost vključujejo tudi sekundarno 
analizo literature za preostalih 867 genov, ki še niso bili vključeni v zbirko kot povezani s 
CO, kot tudi dodatno razvrščanje kandidatnih genov prisotnih v SRO-jih. Od 60 genov za 
CO so bili s CO pri živalih povezani tudi štirje geni Actb, Wt1, Mecp2 in Vamp7. Zaradi 
povezave teh štirih genov, tako pri živalih kot tudi pri človeku, lahko te gene obravnavamo 
kot zanesljivejše kandidate za vpletenost v razvoj CO. V prihodnosti je potrebna izvedba 
dodatnih raziskav za iskanje potencialnih novih ortologov, ki so povezani s CO.  
5.5 UPORABA GENOMSKIH PRISTOPOV NA PODROČJU RAZISKAV 
KRIPTORHIZMA 
Pristopi raziskav celotnega genoma v povezavi z različnimi boleznimi postajajo vse 
pogostejši na področju študij genotip-fenotip, kot tudi na področju raziskav CO. Podatkovna 
zbirka Cryptorchidism gene database vključuje študije izvedene z različnimi pristopi na 
ravni celotnega genoma, kot je metoda sekvenciranja naslednje generacije (NGS) (Hague in 
sod., 2017), primerjalna genomska hibridizacija na mikromrežah (aCGH) (Yatsenko in sod., 
2009; Choucair in sod., 2015) in SNP-mikromreže celotnega genoma (Jezela-Stanek in sod., 
2011; Goitia in sod., 2015; Dalgaard in sod., 2012). V primerjavi z drugimi področji, je na 
področju CO bilo do sedaj objavljenih le nekaj asociacijskih študij na ravni celotnega 
genoma (angl. genome wide association study, GWAS), kot je študija Dalgaard in sod. 
(2012), ki so izvedli pristop GWAS pri moških s sindromom testikularne disgeneze z 
uporabo Affymetrix SNP–mikromrež. Rezultate so dodatno analizirali s pristopom z 
biologije mrež (angl. network biology). Omenjeni sindrom povezuje rak zarodnih celic 
testisov, CO in nekatere primere hipospadij ter moške neplodnosti z napakami v razvoju 
testisov. Pristopi GWAS v povezavi s CO so bili izvedeni tudi pri drugih vrstah sesalcev, 
kot npr. pri psu in prašiču. Zhao in sod. (2014) so objavili GWAS za CO pri psih sibirskih 
haskijih, medtem ko so Sevillano in sod. (2015) izvedli GWAS v povezavi s CO in 
skrotalno/ingvinalno hernijo pri dveh linijah prašičev. V prihodnosti bodo študije, kjer se 
bodo raziskovalci osredotočali na integracijo pristopov GWAS in genomskih identifikacij 
SRO-jev, predstavljale nov pristop za razvoj biooznačevalcev. Rezultati naše študije se lahko 
kombinirajo z ostalimi že objavljenimi pristopi  GWAS na področju raziskav CO, ki bo v 
prihodnjih letih, podobno kot na  drugih področjih, najverjetneje doživel velik razpon števila 
pristopov GWAS. 
Naša raziskava predstavlja prvi sistematični genomski pregled za SRO-je pri človeku. 
Študijski pristop uporabljen v tej študiji predstavlja nov genomski pristop, ki ga bo sedaj 
možno vključiti tudi v taksonomski sistem omik (angl. taxonomy for multi-omics science), 
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predlagan predhodno v raziskavi Pirih in Kunej (2017). Z iskanjem v podatkovni zbirki 
PubMed s ključnimi besedami “genome wide”, “smallest region of overlap”, “minimal 
overlapping region” smo pridobili le eno  raziskavo Nishimura in sod. (2006), a se je od naše 
razlikovala, saj je bila izvedena na osnovi kromosomskih pridobitev in izgub v 
hepatocelularnih tumorjih v primerjavi z ne-tumorskim tkivom z uporabo mikrosatelitne 
analize združene z delno kvantitativno evalvacijo prisotnosti števila alelov z uporabo metode 
komparativni dupleks PCR (angl. comparative duplex PCR).   
5.6 OBOGATITVENA ANALIZA BIOLOŠKIH POTI IN ANALIZA PROTEINSKIH 
INTERAKCIJ 
Obogatitvena analiza bioloških poti in proteinskih interakcij, ki smo jo izvedli na osnovi 
genov iz zbirke Cryptorchidism gene database, sta pomembna pristopa za določanje 
povezanih funkcionalnih modulov. Orodje DAVID vključuje več podatkovnih zbirk, ki so 
vrnile značilne rezultate: BIOCARTA, KEGG in REACTOME. Zbirke se med seboj 
razlikujejo po številu genov, vključenih v njihovo osnovno podatkovno zbirko in pogostosti 
posodabljanja. Ti podatki nam omogočajo, da lahko kritično obravnavamo pridobljene 
rezultate v analizi bioloških poti, saj so določene biološke poti morebiti pogosto 
izpostavljene, ker je bilo na njih narejenih največ raziskav, npr. biološke poti povezane z 
rakom. Obogatitvena analiza bioloških poti je kljub temu zanesljivo orodje za razvrščanje 
kandidatnih genov po prioriteti in raziskave kompleksnih bioloških sistemov.  
Rezultati analize vpletenosti seta genov z orodjem DAVID so pokazali visoko heterogenost 
značilno povezanih bioloških poti. Ugotovitev se sklada z večfaktorskim ozadjem razvoja 
CO, vendar predstavlja poseben izziv za identifikacijo bioloških poti, ki bi lahko podale 
informacije o razvoju CO. Potrdili smo povezavo med geni za CO in RASopatijami iz študije 
Cannistraci in sod. (2013), saj so v obogatitveni analizi bioloških poti magistrskega dela 
prisotne poti: MAPK signaling pathway in Ras signaling pathway. Omenjeni poti sta bili 
določeni v študiji Cannistraci in sod. (2013) kot pomembni za povezavo z RASopatijami. 
Izpostavili smo tudi gen HRAS, ki je bil v študiji Cannistraci in sod. (2013) določen kot 
najpomembnejši kandidat za nadaljnje preverjanje povezave s CO. Gen HRAS je udeležen v 
biološki poti Regulation of actin cytoskeleton, ki je bila izpostavljena skupaj z biološko potjo 
Focal adhesion že v študijah Urh in sod. (2015) in Urh in sod. (2016) in je tudi najpogosteje 
prisoten gen v tej analizi bioloških poti. V prihodnosti bi bilo smiselno natančneje raziskati, 
če so v razvoj CO vpletene tudi poti signalizacije FGFR, saj sta gena FGFR1 in FGFR2 
prisotna tudi v izpostavljenih poteh Regulation of actin cytoskeleton in Focal adhesion. 
Najpogosteje prisotni geni v bioloških poteh, kot so HRAS, KRAS, RAF1 in SOS1, so med 
drugim del bioloških poti Regulation of actin cytoskeleton, MAPK signalling pathway in 
Focal adhesion. Biološka pot Regulation of actin cytoskeleton je bila na podlagi omenjenih 
povezav obravnavana podrobneje zaradi povezanosti s celično migracijo in s tem morebitno 
vpletenostjo v spust testisov. Povezana je med drugim tudi s KS (KEGG DISEASE ID: 
H00255) in sindromom Aarskog-Scott (KEGG DISEASE ID: H00569), kjer je CO pogosto 
prisoten v klinični sliki. Shema biološke poti Regulation of actin cytoskeleton iz podatkovne 
zbirke KEGG je prikazana na sliki 60.  
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Slika 60: Prikaz biološke poti Regulation of actin cytoskeleton iz podatkovne zbirke KEGG (Kanehisa in sod., 
2016) z označenimi geni za CO. 
Iz slike 60 je razvidno, da je biološka pot Regulation of actin cytoskeleton povezana s 
procesom krčenja aktomiozina (angl. Actomyosin assembly contraction). Ti rezultati so 
skladni z ugotovitvami Cannistraci in sod. (2013), o udeležbi genov za CO v biološki poti 
krčenja mišic (angl. Muscle contraction pathway). Možnost povezave omenjenih poti z 
nastankom CO dodatno podpira  tudi podatek, da je migracija celic in podaljšanje filamentov 
(kot je npr. gubernakulum) povezana z izvenceličnimi signali, ki jih preko GTPaz skupine 
Rho (angl. Rho family GTPases) posredujejo proteini, ki se vežejo na aktin (angl. actin-
binding proteins; ABPs) (Lee in sod., 2010). V obogatitveni analizi bioloških poti je z 
GTPazami skupine Rho povezan gen RAC1. Ta gen je del sistema Rac v biološki poti 
Regulation of actin cytoskeleton, je del biološke poti Role of MAL in Rho-Mediated 
Activation of SRF in kodira protein RAC1, del podskupine Rho GTPaz (OMIM ID: 602048). 
Obstaja tudi povezava med organizacijo aktinskega citoskeleta ter spermatogenezo in s tem 
tudi neplodnostjo (Lie in sod., 2010). Predlagane povezave bi bilo potrebno v prihodnosti 
boj natančno raziskati. Napake v podaljševanju filamentov, kot je gubernakulum, bi lahko 
povzročile neuspešen spust testisov v skrotum, pri katerem omenjeni filament sodeluje. 
Napake povezane z mutacijami genov, udeleženih v regulacijo aktinskega citoskeleta, bi 
lahko povzročile nezadostno podaljševanje gubernakuluma v razvojnem procesu in s tem 
CO. Na podlagi opisanih predpostavk lahko biološko pot Regulation of actin cytoskeleton 
obravnavamo kot kandidatno za razvijanje biooznačevalcev osnovanih na bioloških poteh 
(angl. Pathway based biomarker). 
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V analizi proteinskih interakcij z orodjem STRING je bilo pridobljenih pet modulov, v 
katerih prihaja do interakcij med proteini vključenimi v analizo. Največji modul je vseboval 
interakcije med 32 proteini, med katerimi se nahajajo proteini genov, ki so bili tudi v 
rezultatih obogatitvene analize bioloških poti. Gen HRAS je zaradi 13 interakcij s proteini v 
največjem modulu obravnavan kot centralna molekula in s tem tudi kandidat za nadaljnje 
preverjanje vpletenosti v razvoj CO. V tem modulu prihaja tudi do interakcij s proteinom 
AR, ki je izpostavljen v študiji Klonisch in sod. (2004), kot eden od glavnih genov vpletenih 
v uspešen spust testisov. Modul z interakcijami med štirimi proteini INSL3, RXFP2, 
LHCGR, CRHR1 je prav tako pomemben za raziskave vpletenosti v razvoj CO. Gena INSL3 
in RXFP2 sta ena od glavnih genov, povezanih z uspešnim spustom testisov (Amann in 
Veeramachaneni, 2007; Gorlov in sod., 2002). Gen LHCGR je bil povezan s CO na  
transgenem  modelu miši z izbitim genom Lhgcr in s CO (Zhang in sod., 2001). Gen CRHR1 
je bil s CO povezan v študiji Koolen in sod. (2008) pri bolnikih z mikrodelecijskim 
sindromom 17q21.31 in je tudi prisoten v predhodno določenem SRO-ju 17q21.31 (Koolen 
in sod., 2008).  
V rezultatih analize bioloških poti in analize PPI je prisotno 29 genov. Od teh 29 genov, je 
18 genov v analizi PPI prisotno v modulu z najvišjim številom interakcij. V rezultatih vseh 
treh bioinformacijskih analiz so prisotni geni: ACTB (SRO 7p22.1), CRHR1 (SRO 
17q21.31), DOCK1 (SRO 10q26.2) in IRAK1 (SRO Xq28-B). Gen IRAK1 ima eno 
interakcijo, in sicer s PELI1, ni pa del katerega od večjih modulov. Ker je gen IRAK1 
prisoten v rezultatih vseh treh analiz, je lahko obetaven kandidat za nadaljnje preverjanje 
povezave s CO. Zaradi prisotnosti v rezultatih identifikacije SRO-jev, prisotnosti v biološki 
poti Regulation of actin cytoskeleton, Focal adhesion in v analizi PPI sta gena ACTB in 
DOCK1 obetavna kandidata za nadaljnje preverjanje. Omenjena gena sta v mreži PPI v 
največjem modulu povezana z RAC1, ki ma večje število interakcij z ostalimi proteini, kot 
sta HRAS in KRAS (Slika 33). Gena ACTB in DOCK1 na podlagi teh informacij 
predstavljata pomembna kandidata za prihodnje preverjanje vpletenosti v ozadje nastanka 
CO. Izpostavljeni geni v obogatitveni analizi bioloških poti in analizi PPI v tej študiji, lahko 
v prihodnosti predstavljajo nove kandidate za eksperimentalno preverjanje povezav med 
napakami regulacije dinamike aktinskega citoskeleta in neuspešnim spustom testisov. 
Predvidenih pet prvih sosedov v mreži PPI, EIF3E, EIF3H, RPS12, RPS13 in RPS16, 
predstavlja potencialne kandidate za nadaljnjo raziskovanje morebitne vpletenosti v spust 
testisov. Za tri gene EIF3E, EIF3H in RPS12 je bilo možno iz zbirke PubMed pridobiti 
znanstvene članke, v katerih so eksperimentalno že potrdili povezave s CO. 
Poleg razvrščanja že znanih kandidatnih genov za CO po prioriteti smo v bioinformacijski 
analizi tudi napovedovali nove kandidatne gene za CO. Na primer, gen CYFIP1 je del 
biološke poti Regulation of actin cytoskeleton in SRO-ja 15q11, ni pa še bil povezan s CO. 
Gen smo izpostavili na podlagi analize genomskih lokacij za vseh 210 genov, vključenih v 
biološko pot Regulation of actin cytoskeleton, od katerih jih je do sedaj 15 vključenih v 
zbirko ter primerjave genomskih lokacij genov znotraj SRO-jev. Gen CYFIP1 se nahaja v 
SRO-ju 15q11, določenem v tem magistrskem delu in je tudi povezan s sindromom Prader-
Willi, kjer je CO prisoten v klinični sliki (OMIM ID: 176270). Po podatkih zbirke 
UniProtKB (Q7L576 (CYFP1_HUMAN) je CYFIP1 del kompleksa WASP-family 
verprolin-homologous protein family (WAVE), ki uravnava reorganizacijo aktinskih 
filamentov preko interakcije s kompleksom Arp2/3. Reorganizacija aktinskih filamentov je 
uravnavana z genom RAC1, ki je del omenjene biološke poti. Gen CYFIP1 je bil s pristopom 
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GWAS v raziskavi Barthold in sod. (2015), izpostavljen kot eden izmed kandidatnih 
označevalcev (angl. suggestive markers) za povezavo z nesindromskim CO. V tej raziskavi 
sicer niso našli značilne povezave med polimorfizmi in razvojem CO, po izvedbi dodatnih 
analiz bioloških poti, pa je bilo možno predlagati nekatere kandidatne module. 
5.7 DOLOČANJE ZANESLJIVEJŠIH KANDIDATNIH GENOV ZA 
KRIPTORHIZEM 
Zanesljivejše kandidatne gene za CO smo določali s primerjavo rezultatov bioinformacijskih 
analiz GW-SRO, obogatitvene analize bioloških poti in analize PPI. Primerjava rezultatov 
analize določanja SRO-jev in obogatitvene analize bioloških poti je pokazala, da je osem 
genov za CO, ki so v bioloških poteh, prisotnih tudi v SRO-jih. S primerjavo rezultatov 
obogatitvene analize bioloških poti z analizo PPI smo določili 29 genov prisotnih v rezultatih 
obeh analiz. Ugotovili smo tudi prisotnost štirih genov,  v najvišjem številu bioloških poti, 
ki imajo tudi najvišje število interakcij v bioloških mrežah: HRAS, KRAS, RAF1 in SOS1. 
Na podlagi primerjave rezultatov vseh treh bioinformacijskih analiz smo določili skupno 43 
genov za CO, ki so prisotni v rezultatih vsaj dveh bioinformacijskih analiz. V vseh treh 
analizah so prisotni: ACTB, CRHR1, DOCK1 in IRAK.  
Med geni, ki so prisotni v rezultatih vsaj dveh bioinformacijskih analiz, sta tudi kandidatna 
gena VAMP7 in RAF1. Gen VAMP7 se nahaja v SRO-ju Xq28-C. Gen RAF1 je prisoten v 
32 bioloških poteh, vključno s potjo Regulation of actin cytoskeleton in oba pa sta del 
največjega modula interakcije proteinov. 
5.7.1 Gen VAMP7 in kriptorhizem 
Gen VAMP7 je bil identificiran kot pomemben kandidat za razvoj CO v objavi Tannour-
Louet in sod. (2014), v kateri so v funkcionalni študiji pri človeku in na modelu miši ter 
pregledu opisov podobnih primerov preiskovancev v literaturi ugotovili, da so genetske 
spremembe, ki obsegajo gen VAMP7, prisotne pri skupini preiskovancev z genitourinarnimi 
napakami, kjer je pogost CO. Različice števila kopij tega gena so odgovorne za nepravilen 
razvoj genitourinarnega trakta pri človeku in miših, večinoma zaradi povišanega 
prepisovanja gena receptorja za estrogen (ESR1). Povišana genetska doza gena VAMP7 in s 
tem višje ravni izražanja, povečujejo delovanje receptorja za estrogen v moških 
genitourinarnih tkivih, kar vpliva na virilizacijo reproduktivnega trakta vpliva na razvoj 
genitourinarnih prirojenih napak pri človeku.  
Študija Tannour-Louet in sod. (2014) je bila izvedena z uporabo metode aCGH z analizo 
DNA 116 otrok s primeri idiopatskih motenj spolnega razvoja (angl. disorders of sexual 
development), ki vključujejo motnje v spustu testisov in napake v morfogenezi penisa. 
Ugotovili so značilno višje število kopij gena VAMP7 pri preiskovancih s prirojenimi 
genitourinarnimi napakami (2 od 116), kot pri kontrolah brez urogenitalnih napak. Izvedli 
so tudi dodatno analizo števila kopij gena VAMP7 z uporabo qPCR pri skupini 180 
preiskovancev z izoliranimi primeri hipospadij (n=83), CO (n=79) ali obeh bolezni (n=18). 
S to analizo sta bila identificirana dva dodatna preiskovanca s povišanim številom kopij gena 
VAMP7; en primer z izoliranim ingvinalnim CO ter en primer z glandularnimi hipospadijami 
in ukrivljenostjo penisa (angl. chordee).  
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V študiji so izvedli tudi analizo CNV-jev v primarnih kulturah človeških kožnih fibroblastov 
spolovil (angl. human genital skin fibroblasts) 28 preiskovancev s primeri idiopatskih 
motenj spolnega razvoja. Odkrili so en primer pridobitve števila kopij na območju gena 
VAMP7. Ob primerjavi pogostosti mutacij z drugimi genetskimi vzroki za razvoj 
genitourinarnih napak je bilo povišano število kopij gena VAMP7 najpogostejši genetski 
vzrok za razvoj prirojenih genitourinarnih napak (1,35 %). Predhodno identificirane 
patogene mutacije v genih INSL3, RXFP2 in AR so bile manj pogoste, in sicer med 0,3 in 
0,8 %. 
Gen VAMP7 je povezan tudi z neplodnostjo. V študiji Tannour-Louet in sod. (2014) so 
izvedli tudi raziskavo pri transgenih miših, ki so nosile BAC s človeškim  genom VAMP7. 
Z vnosom 159 kbp velikega lineariziranega klona BAC (RP11­479B17) z VAMP7 v oplojene 
jajčne celice mišjega seva FVB, so pridobili dva starševska seva, ki so ju poimenovali  sev 
7 in sev 21. Njihov fenotip je bil močno podoben defektivnim urogenitalnim napakam, ki so 
prisotne pri dečkih z motnjami maskulinizacije, kot je CO, uretralne napake in hipospadije. 
Transgene miši so imele tudi krajši penis, majhne testise, zmanjšano mobilnost spermijev in 
neplodnost. Pogosto je bila ustavljena spermatogeneza, zarodne celice niso bile popolnoma 
razvite in prisotna je bila tudi vakuolizacija Sertolijevih celic. Ravni hormonov se niso 
značilno razlikovale od samcev divjega tipa (WT). Skupno število spermijev ni bilo značilno 
znižano, a je bila skupna mobilnost spermijev izoliranih iz kavdalnega epididmisa 5 mesecev 
starih miši VAMP7-BAC znižana za 75 odstotkov pri sevu 7 in 70 odstotkov pri sevu 21, 
kar nakazuje pomanjkanje ustreznega delovanja epididmisa. Tannour-Louet in sod. (2014) 
so morebiten vpliv znižane motilitete spermijev na plodnost preverili s kontroliranim 
paritvenim eksperimentom, pri katerem so parili 6 tednov stare WT ali transgene samce z 8 
tednov starimi WT samicami. Tekom 4 mesečnega obdobja so VAMP7-BAC samci 
zaplodili podobno število zarodov kot samci WT, a je bila velikost zaroda pri transgenih 
samcih značilno manjša.  
Povišano število kopij gena VAMP7 ima pozitiven vpliv na posredovano transkripcijsko 
aktivnost gena ESR1 in delni zaviralni vpliv na delovanje gena AR. Dvojno delovanje gena 
VAMP7 lahko estrogenizira moške in delno zmanjša delovanje gena AR, kar vodi v delno 
feminiziranost moškega reproduktivnega trakta med razvojem transgenih miši VAMP7-
BAC. Ta rezultat prispeva k molekularni razlagi za klinično sliko fenotipa prisotnega pri 
skupini preiskovancev z genitourinarnimi napakami študije Tannour-Louet in sod. (2014). 
5.7.2 Gen RAF1 in kriptorhizem 
Mutacije gena RAF1 so bile prisotne pri preiskovancih s CO in sindromom Noonan v 
raziskavah Digilio in sod. (2011) in Croonen in sod. (2013). Za gena RAF1 in SOS1 so 
ugotovili tudi značilno nižje izražanje v eksperimentu študije Hadziselimovic in sod. (2010), 
ki je bil izveden pri izoliranih primerih CO. Gen RAF1 je povezan s sindromskimi in 
izoliranimi primeri CO.  Povezan je tudi s prirojenim in pridobljenim CO, unilateralnim in 
bilateralnim CO, kar lahko ugotovimo ob primerjavi klinične slike med članki Digilio in sod. 
(2011), Croonen in sod. (2013) ter Hadžiselimovič in sod. (2010).  
Mutacije genov RAF1, SOS1, PTPN11, KRAS, NRAS in BRAF so bile ugotovljene kot glavni 
vzrok za okrog 75 % primerov preiskovancev s sindromom Noonan (Digilio in sod., 2011). 
Croonen in sod. (2013) so izvedli analizo povezave med genotipom in fenotipom pri 33 
preiskovancih s klinično diagnozo NS, a brez mutacije gena PTPN11. Trije preiskovanci (9 
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%) so imeli mutacije gena RAF1, kar naj bi bilo podobno navedbam na področju (8,4-17 %). 
Po eden (3 %) od preiskovancev je imel mutacije genov KRAS, MAP2K2, BRAF in SHOC2. 
Preiskovanec s CO je imel mutacijo RAF1 c.1837C>G p.Leu613Val in drugi preiskovanec 
je imel mutacijo c.1457A>G p.Asp486Gly. Hadžiselimovič in sod. (2010) so analizirali 22 
biopsij testisov 20 dečkov. Šestnajst dečkov je imelo CO, štirje pa testikularno agenezo 
(angl. testicular agenesis). Pri preiskovancih niso ugotovili  kliničnih znakov razvojnih 
napak, sindromov in hipospadij. Vsi preiskovanci so imeli normalno delovanje ščitnice in 
tudi niso imeli hipopituitarizma (angl. hypopituitarism). Po biopsiji testisa so iz 
pridobljenega vzorca izolirali RNA in izvedli hibridizacijo na mikromrežo GeneChip. 
Glavna ugotovitev raziskave je bila, da je izražanje genov RAF1 in SOS1, kot tudi gena 
FGFR1, nižje v testisih pri preiskovancih s CO. Gena RAF1 in SOS1 sta del signalne poti 
FGFR1. Nižje izražanje gena FGFR1 in njegovih mediatorjev RAF1 in SOS1 bi lahko 
vplivala na razvoj mišic in s tem povzročila neuspešen spust testisov. Gen SOS1 je bil do 
sedaj povezan s prirojenim CO in bilateralnim CO, medtem, ko je gen RAF1 povezan s 
prirojenim in pridobljenim CO ter unilateralnim in bilateralnim CO.  
Gen RAF1 je povezan tudi z neplodnostjo. Xu in sod. (2014) so povezali gen RAF1 z 
neplodnostjo v raziskavi na transgenem modelu miši, s pogojno izbitim genom Pten (angl. 
conditional gene knockout) iz epitelnih celic proksimalnega epididmisa od postnatalnega 
dneva 17 naprej. Izguba gena Pten povzroči aktivacijo komponent biološke poti AKT od 
postnatalnega dneva 28 naprej, kar povzroči postopno zaviranje signalizacije RAF1/ERK 
preko interakcije med genoma AKT in RAF1. Izguba gena Pten je s spremembami v 
signalizaciji RAF1/ERK povzročila spremembe v obliki, velikosti, organizaciji, proliferaciji, 
preživetju celic v začetnem segmentu epitelija in povzročila dediferenciacijo ter zvijanje 
epitelija. Transgene miši so posledično postopoma postale neplodne med 6 in 12 meseci 
življenja. Študij o vpletenosti gena RAF1 in neplodnostjo pri človeku še ni.  
5.8 ANALIZA RAZLIČIC ŠTEVILA KOPIJ PRI PREISKOVANCIH S 
KRIPTORHIZMOM IN/ALI NEPLODNOSTJO 
Pri preiskovancih s CO in/ali neplodnostjo smo z uporabo metode aCGH identificirali  CNV-
je. Skupno smo določili 230 CNV-jev, izmed katerih smo kot potencialne dejavnike tveganja 
za CO in neplodnost določili 23 CNV-jev. Iz analize smo izključili 207 CNV-jev zaradi 
prevelike pogostosti v splošni populaciji, ali zaradi tehnične napake, ki jo je zaznal program 
Agilent Cytogenomics. Za izbiranje CNV-jev in interpretacijo rezultatov smo uporabili 
sedem podatkovnih zbirk: UCSC, DECIPHER, ClinGen, DGV, ISCA, OMIM in PubMed. 
Teh 23 CNV-jev smo izbrali na podlagi vsaj enega izmed naslednjih petih kriterijev:  1. 
izražanja v testisih in pripadajočih strukturah, 2.  odsotnosti, oz. redkosti v splošni populaciji, 
3. povezav s sindromi s CO v klinični sliki, 4. objavljenih študij, ki regijo/gen povezujejo z 
razvojem CO ali neplodnostjo in 5. prisotnosti regulatornih regij, ki bi na lokuse v bližini 
lahko vplivale z višanjem ali nižanjem ravni izražanja in s tem na nastanek CO ali 
neplodnosti.  
Izpostavljenih 23 CNV-jev predstavlja kandidatne dejavnike tveganja za razvoj 
CO/neplodnosti, vendar bi jih bilo potrebno še dodatno eksperimentalno preveriti, saj za njih 
na podlagi naših rezultatov ne moremo potrditi, da so patogene. Osemnajst od teh 23 CNV-
jev se nahaja v območjih genov. Ti geni so bili predhodno na različne načine povezani z 
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motnjami v reprodukciji, se specifično izražajo v testisih in pripadajočih strukturah, ali pa 
so redki v splošni populaciji. 
- Gen SMYD3, je potencialno povezan s spermatogenezo, saj so Hathout in sod. 
(1998), poročali o preiskovancu z del(1)(q44), ki obsega omenjeni gen, ki je imel v 
klinični sliki  CO ter sindrom Sertolijevih celic (angl. Sertoli cell only; SCOS). Gen 
je izražen tudi v testisih in skeletnih mišicah. Povezan je z aktivacijo sistema 
Ras/Raf/MEK/ERK (OMIM ID: 608783), ki je znotraj  biološke poti Regulation of 
actin cytoskeleton, izpostavljene v magistrskem delu kot potencialno vpleteno v 
spust testisov.  
- Gen RYR2 je prisoten v deletirani regiji pri preiskovancu s CO v klinični sliki in 
vključenem v zbirko DECIPHER. Različica števila kopij se v splošni populaciji 
redko pojavlja.  
- Gen PCGEM1 je povezan z genom AR, ki je vključen v spust testisov (Taylor in sod., 
2015). V študiji Taylor in sod. (2015) so ugotovili, da je znižano izražanje gena 
PCGEM1 znižalo raven prepisovanja večih genov, tarč gena AR, kot tudi znižalo 
ravni interakcije med ojačevalci  in promotorji.  
- Izguba števila kopij na območju gena OTX1 je bila v naši raziskavi zaznana pri štirih 
preiskovancih z neplodnostjo in štirih preiskovancih s CO (28 %, 8/28). Različica 
števila kopij je sicer pogosta tudi v splošni populaciji. Gen je bil predhodno opisan 
kot pomemben za razvoj dveh mikrodelecijskih sindromov s CO v klinični sliki, ki 
obsegata regijo 2p15 (Piccione in sod., 2012; Hancarova in sod., 2013; Jorgez in sod., 
2014). Gen OTX1 je bil z uporabo metode aCGH povezan z razvojem urogenitalnih 
anomalij, kot je CO, v študiji Jorgez in sod. (2014). Gen OTX1 se nahaja znotraj SRO 
2p15, ki smo jo identificirali v tej raziskavi. Gen OTX1 na podlagi teh informacij 
predstavlja pomembnega kandidata za nadaljnje preverjanje kliničnega vpliva.  
- Različica števila kopij povezana z genom NHEDC1, je pomembna zaradi izražanja 
omenjenega gena v testisih (OMIM ID: 611527).  
- Gen FOXD1 se izraža v testisih in ledvicah. Izražanje gena FOXD1 je pod kontrolo 
gena WT1 (OMIM ID: 601091), ki je eden od glavnih kandidatnih genov, povezanih 
z uspešnim spustom testisov (Klonisch in sod., 2004).  
- Različica števila kopij povezana z genom MGAT1 je prisotna pri preiskovancih s CO 
in pri preiskovancih z neplodnostjo ter je glede na podatke v zbirki DGV redko 
prisotna v splošni populaciji. Drugih povezav s CO in neplodnostjo v literaturi nismo 
našli. 
- Različico števila kopij, ki je povezana z genom CUX1, smo izpostavili zaradi 
preiskovanca s CO v zbirki DECIPHER, ki ima CNV, ki je glede na genomsko 
lokacijo primerljiv z našim preiskovancem, a je še obsežnejši. Gen CUX1 je bil v 
mišjem transgenem modelu izražen v testisih. Dokazali so tudi, da je udeležen v 
signalizaciji med Sertolijevimi celicami in spermatidami (Kroll in sod., 2011). -  
- Različica števila kopij povezana z genom NEIL2 je pomembna zaradi visoke ravni 
izražanja gena v testisih (OMIM ID: 608933).  
- Gen PTCH1, je bil povezan s spremembami izražanja v testisih mišjega modela 
Nr5a1−/−;tg+/0 s CO in napakami v spermatogenezi (Karpova in sod., 2015).  
- Gen DMRT1 se nahaja na regiji, kjer je bila zaznana izguba števila kopije na intronski 
regiji pri preiskovancu z neplodnostjo. Ta gen je v študiji Lopes in sod. (2013) 
določen kot pomemben za razvoj idiopatske neplodnosti v kavkaški in Han populaciji 
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na podlagi analize CNV-jev in SNP-jev. Gen DMRT1 se nahaja tudi znotraj 
identificirane regije SRO 9p11-q13, ki smo jo določili v magistrskem delu.  
- Gen ERCC6, za katerega smo ugotovili izgubo števila kopije regije pri vzorcu s CO, 
je povezan z razvojem več sindromov, kot tudi nesindromskih bolezni,  povezav s 
CO ali neplodnostjo še ni. V zbirki DECIPHER je zaveden preiskovanec s CO, ki 
ima izgubo števila kopij na večji regiji, kot pri preiskovancu s CNV-jem v tej  študiji. 
Gen se izraža v testisih miši  (Troelstra in sod.,1993).  
- Gen CHD4 je povezan s sindromom Sifrim-Hitz-Weiss, kjer je CO pogosto prisoten 
v klinični sliki (OMIM ID: 617159).  
- Gen B3GALTL je vzročni gen za sindrom Peters-plus, kjer je CO pogosto prisoten v 
klinični sliki (OMIM ID: 610308).  
- Različica števila kopij, povezana z genom LRFN5, je pomembna zaradi velikosti 
CNV-ja, ki obsega 4,6Mb. Gen LRFN5, se tudi izraža v testisih (Human Protein Atlas 
ID: ENSG00000165379-LRFN5/tissue).  
- Različica števila kopij, povezana z genom CDH1, je pomembna zaradi povezanosti 
gena z rakom prostate (OMIM ID: 176807).  
- Različica števila kopij, vključuje gen ADA, ki je bil predhodno povezan z moško 
neplodnostjo v študiji Fattahi in sod. (2015). V raziskavi so poročali o razlikah v 
aktivnosti izoencimov in različni v frekvenci genotipov gena ADA med neplodnimi 
moškimi in kontrolami in povezali genotip GA s potencialno zaščitno vlogo moške 
plodnosti.  
- Gen TTTY22 vsebuje zapis za testise specifično ncRNA (Testis-Specific Transcript, 
Y-Linked 22 (Non-Protein Coding). CNV-ji na območju gena so v splošni populaciji 
redki.  
V preglednici 31 je prikazan povzetek analize 18 CNV-jev, ki vključujejo gene, pri  
preiskovancih s CO in/ali neplodnostjo. Rdeči kvadrati označujejo izgubo števila kopije 
regije, modri kvadrati označujejo pridobitev števila kopije regije.   
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Preglednica 31: Prikaz 18 CNV-jev, ki vsebujejo anotirane gene pri preiskovancih s kriptorhizmom in / ali neplodnostjo. Rdeči kvadrati označujejo izgubo števila 
kopije regije, modri kvadrati označujejo pridobitev števila kopije regije. 
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Poleg 18 CNV-jev, ki vsebujejo gene, smo določili pet CNV-jev, ki se nahajajo na regijah, 
kjer še ni anotiranih genov, ampak so za nadaljnje eksperimentalno preverjanje povezave s 
CO pomembne zaradi prisotnosti regulatornih elementov. 
- Regija chr3:154,150,933-154,258,120 (hg19) je povezana z izgubo CNV-ja pri 
preiskovancu 9  s CO. Na regiji so prisotni regulatorni elementi, kot je transkripcijski 
represor CTCF in predvidena regija transkripcije.  
- Regija chr4:123,747,459-123,747,860 (hg19) je povezana z izgubo števila kopij pri 
vzorcih 15 in 17. Na regiji so prisotni regulatorni elementi:  območje v bližini 
predvidene promotorske regije, predvidena promotorska regija in predvideni 
ojačevalec izražanja.  
- Regija chr6:41,513,763-41,513,987 (hg19), je povezana  s pridobitvijo števila kopije 
pri vzorcu 18. Na regiji je prisotna predvidena promotorska regija. Program Agilent 
Cytogenomics za omenjeno regijo ni izpisal gena, vendar smo iz zbirka UCSC 
pridobili podatek, da je v tem območju gen FOXP4.  
- Regija chr12:74,420,680-74,577,474 (hg19) je povezana izgubo števila kopije 
genomske regije pri vzorcu 22, ki ima CO. V brskalniku UCSC je na tem območju 
prisoten gen za ncRNA LOC100507377, ki ga sicer program Agilent Cytogenomics 
ni izpisal. Na regiji so prisotni regulatorni elementi: transkripcijski represor CTCF, 
predvidena regije transkripcije in predvidena promotorska regija. 
- Regija chr21:23,683,528-23,875,226 (hg19) je povezana s CNV-jem pri 
preiskovancu 21 s CO. Na regiji so prisotni regulatorni elementi, kot je 
transkripcijski represor CTCF in predvidena regija transkripcije.  
Povzetek prisotnosti regulatornih regij pri analiziranih petih CNV-jih je s sivinami prikazan 
v preglednici 32.  
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Opisani CNV-ji so pomembni predvsem zaradi potenciala za identifikacijo regulatornih 
elementov, ki lahko vplivajo na izražanje lokusov v bližini, ki lahko vplivajo na spust 
testisov ali neplodnost. Iz zbirke Factorbook, ki vsebuje podatke o transkripcijskih 
dejavnikih iz zbirke ENCODE smo pridobili informacije, če se na preučevanje regije vežejo 
transkripcijski dejavniki. Te interakcije so določili eksperimentalno z metodo sekvenciranja 
imunoprecipitiranega kromatina (angl. chromatin immunoprecipitation sequencing, ChIP-
Seq). Povzetek interakcij transkripcijskih dejavnikov z regijami, kjer smo določili CNV-je, 
je s sivinami prikazan v preglednici 33.  
 
Preglednica 33: Prikaz interakcij sedmih transkripcijskih faktorjev s petimi CNV-ji, ki vsebujejo regulatorne 
elemente 
CNV CTCF EP300 FOS PAX5 STAT3 TAF1 TCF12 
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V naslednjih alinejah smo opisali predhodne povezave teh transkripcijskih dejavnikov z 
reprodukcijo:  
- Hernandez in sod. (2016) so ugotovili, da CTCF uravnava kompaktiranje kromatina 
pri spermatogenezi. Izbitje  gena Ctcf (Ctcf-KO) je v germinalnih celicah samcev 
miši povzročila oslabljeno spermatogenezo in neplodnost.  
- Gen EP300 je povezan z razvojem sindroma Rubinstein-Taybi (OMIM ID: 180849), 
kjer je CO pogost v klinični sliki.  
- Gen FOS je visoko izražen v spermatogonijih tipa B, ki so v zadnji mitotični delitvi 
pred prehodom v mejozo (Wolfes in sod., 1989). Avtorji so predlagali, da so jedrni 
proto-onkogeni, kot je FOS, vključeni v uravnavanje izražanja genov, odgovornih za 
prehod iz mitoze v mejozo.  
- Za transkripcijski dejavnik PAX5 so dokazali vpletenost v diferenciacijo limfocitov 
tipa B, nevralni razvoj in spermatogenezo (Adams in sod., 1992). 
- Oatley in sod. (2010) so poročali, da je STAT3 pomemben regulator diferenciacije 
spermatogonijev in da STAT3 lahko zaustavi nadaljnjo diferenciacijo 
spermatogonijev pred mejozo.  
- Za transkripcijski dejavnik TAF1 je bilo na modelu Drosophila melanogaster 
ugotovljeno izražanje v testisih (Metcalf in sod., 2007). Transkripcijski dejavnik 
TAF1 je bil predlagan kot regulator prepisovanja genov, udeleženih v prehod 
spermatocit v mejozo.  
- Transkripcijski dejavnik TCF12 so v študiji Bhandari in sod. (2011) povezali s 
povišanim  izražanjem gena AMH, ki je tudi genetski vzrok za CO. Ta gen je tarča 
(angl. downstream target) SRY. Gen SRY kodira  spol determinirajoči dejavnik (angl. 
testis determining factor; TDF) in vpliva  na razvoj moških gonad.  
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Kot potencialne dejavnike tveganja smo skupno predlagali 23 CNV-jev. Pri CO smo določli  
osem CNV-jev, pri neplodnosti pet in pri obeh boleznih deset CNV-jev. Ti CNV-ji so 
kandidatne regije za eksperimentalno preverjanje v prihodnjih raziskavah. Izvedeni 
eksperiment v naši raziskavi predstavlja prvi korak določanja vpletenosti CNV-jev   v razvoj 
CO in ali neplodnosti v slovenski populaciji. Omejitev eksperimenta med drugim pri 
določenih CNV-jih lahko predstavlja manjše število sond, zaradi česar ne moremo trditi ali 
gre za različico števila kopij, ali artefakt. Kearney in sod. (2011) so predlagali, da je 1 kbp 
kriterij obsega za določanje CNV-jev. Pri naših preiskovancih smo tudi zaznali regije s 
spremembami v številu kopij, manjše od tega kriterija. Tudi za te regije bi bile potrebne 
dodatne raziskave kliničnega vpliva. V primeru obsežnejših delecij ali duplikacij, z obsegom 
> 3 Mbp, lahko z večjo zanesljivostjo povežemo genetski dejavnik z razvojem 
CO/neplodnosti, saj ta obseg omogoča lažje dodatno eksperimentalno preverjanje z drugimi 
metodami. V primeru podatka, ali gre za de novo delecije ali duplikacije z obsegom < 1 Mbp, 
bi lahko različice omenjenega obsega lahko obravnavali kot klinično pomembne. (Tannour-
Louet in sod., 2010).  Le v enem primeru, in sicer pri preiskovancu 14 s CO, smo določili 
CNV, ki obsega več kot 3 Mbp. Ta regija je pri preiskovancu obsegala 4,68 Mbp ter zajemala 
gen LRFN5. Na podlagi tega rezultata bi omenjeni CNV lahko predpostavili kot bolj verjetni 
kandidat za dejavnik tveganja za CO. Kljub temu bi ga morali potrditi z dodatnim 
eksperimentalnim preverjanjem. 
Različice v številu kopij, ki so dobro karakterizirane in prisotne v splošni populaciji, na 
primer v zbirki DGV, so najverjetneje benigne (Tannour-Louet in sod., 2010). Še posebej 
pomemben kriterij za določanje patogenosti CNV-jev je tudi primerjava s pogostnostjo 
CNV-jev v slovenski populaciji. Ker CNV-ji niso bili analizirani pri starših preiskovancev 
in zato nimamo podatka ali gre za CNV-je de novo. V primeru, da CNV obsega manj kot 1 
Mbp, je predlagano, da se karakterizirajo kot VUS (Tannour-Louet in sod., 2010). Z izvedbo 
dodatnih eksperimentov, na primer z uporabo metode FISH in z uporabo kvantitativnega 
PCR-ja (qPCR), bi lahko v prihodnosti določili, če gre za patogene CNV-je.  
5.9 SMERNICE ZA RAZISKAVE V PRIHODNJE 
V raziskavi smo z  bioinformacijskimi analizami določili 18 SRO-jev, 63 bioloških poti in 
pet mrež, povezanih z zbranimi geni za CO. Biološko pot Regulation of actin cytoskeleton 
smo predlagali kot kandidatno pot za razvijanje biooznačevalcev osnovanih na bioloških 
poteh. Določili  smo  43 genov v rezultatih vsaj dveh bioinformacijskih analiz in štirih gene 
v rezultatih vseh treh analiz. V eksperimentalnem delu naloge smo z metodo aCGH pri 
skupini preiskovancev s CO in/ali neplodnostjo določili 23 CNV-jev kot potencialne 
dejavnike tveganja, obetavne za nadaljnje preverjanje.  
Rezultati raziskave lahko predstavljajo osnovo za dodatne funkcionalne študije. Zaradi 
naraščajočega števila objav povezav genotip-CO, bo v prihodnosti potrebno redno 
posodabljati podatkovno zbirko Cryptorchidism gene database. Potrebno bo tudi izvesti  
ponovno analizo literature za določanje dodatnih lokusov, ki bi bili s CO povezani pri več 
kot treh vrstah, saj lahko predstavljajo zanesljivejše kandidate za razvojem CO. 
Identificirane SRO-je na ravni celotnega genoma in kandidatne gene se bi bilo smiselno v 
prihodnosti dodatno analizirati in zožiti ter določiti nove kandidatne gene. Znotraj SRO-jev 
smo našli štiri gene za CO, pri katerih so povezavo s CO potrdili tudi pri ortolognih genih 
drugih vrst živali. Kandidatni geni, pridobljeni na osnovi primerjalnega pristopa, so 
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zanesljivejši kandidati za razvoj CO pri človeku. Velik potencial za raziskave v prihodnje 
kaže pristop sistemske biologije z analizami bioloških poti in interakcij med proteini genov 
za CO ter primerjavo rezultatov različnih bioinformacijskih analiz. Potrebno bo preverjanje 
povezanosti biološke poti Regulation of actin cytoskeleton s CO in njene obetavnosti za 
razvoj biooznačevalcev za CO, osnovanih na bioloških poteh. Za nadaljnje eksperimentalno 
preverjanje je v prihodnje poleg metode aCGH potrebno uporabiti več eksperimentalnih 
metod, ki bi omogočale potrditev kliničnega vpliva identificiranih CNV-jev. Raziskavo bi 
bilo potrebno izvesti tudi na večjem številu preiskovancev in analizirati še druge genetske 
lokuse in mehanizme, kot so epigenetske spremembe in ncRNA. 
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6 SKLEPI 
 Magistrsko delo je sestavljeno iz treh delov: posodobitve podatkovne zbirke, 
bioinformacijske analize in eksperimentalne analize CNV-jev z metodo aCGH pri 
preiskovancih s CO in neplodnostjo. Del naloge, izveden s pristopom in silico, 
vsebuje posodobitev podatkovne zbirke in tri bioinformacijske analize: določanje 
SRO-jev na ravni celotnega genoma, obogatitveno analizo bioloških poti z orodjem 
DAVID in analizo interakcij proteinov z orodjem STRING.  
 Na podlagi predhodno razvite zbirke lokusov za CO  Cryptorchidism gene database 
smo izvedli posodobitev zbirke z 270 dodatnimi lokusi. Trenutna verzija zbirke 
Cryptorchidism gene database v3 vsebuje 487 lokusov iz osmih vrst sesalcev. 
Vključuje heterogene lokuse: anevploidije, kromosomske regije, mozaicizme, CNV-
je, protein-kodirajoče gene, miRNA gen in QTL-e. Je najobsežnejša zbirko lokusov 
za CO. 
 V zbirki Cryptorchidism gene database v3 je vključeno tudi 19 lokusov, povezanih 
z razvojem CO pri dveh vrstah živali in trije geni, povezani s CO pri treh vrstah 
živali: AMH, ISNL3 in RET. 
 Hipotezo 1 (Obstajajo geni, ki so povezani s kriptorhizmom pri treh ali več vrstah 
sesalcev) smo potrdili. S tremi ali več vrstami povezani geni so za CO so INSL3, 
AMH in RET.  
 Urejeni podatki v zbirki so omogočili razporeditev genov glede na klinični podtip 
CO, kar bo v prihodnjih raziskavah omogočilo bolj tarčno raziskovanje genetskih 
vzrokov za podtip CO. Prirojena/pridobljena oblika CO je povezana s 65/53 lokusi. 
Unilateralna/bilateralna oblika CO je povezana s 160/87 lokusi in izolirana oblika 
CO s 54 lokusi. Obstajajo lokusi, ki se pojavljajo pri več kliničnih podtipih CO hkrati. 
Tako z unilateralnim, kot tudi z bilateralnim podtipom CO je povezanih 39 lokusov. 
S primeri prirojenega in pridobljenega podtipa CO je povezano 21 lokusov.  
 Pri CO je pogosta tudi komorbidnost. S sindromsko obliko CO je povezanih 52 
lokusov in 39 sindromov ter z nesindromsko obliko 132 lokusov in 54 bolezni.  
 Analiza zbirke je razkrila, da so geni, povezani s sindromi, ki imajo CO v klinični 
sliki lahko tudi kandidatni geni za raziskave genetskih vzrokov za CO. Na primeru 
gena CHD7 in KS smo prikazali genetsko heterogenost povezav med genotipom in 
fenotipom. Gen CHD7  je genetski vzrok pri: 1.  Kallmannovem sindromu, ki ima v 
klinični sliki prisoten CO, 2.  pri Kallmannovem sindromu kjer CO ni prisoten ter 
tudi 3. z nesindromsko obliko CO.  
 Zaradi heterogenega prikaza rezultatov v znanstveni literaturi in posledično 
težavnega pridobivanja podatkov za posodobitev zbirke smo predlagali 
standardizirani obrazec za poenotenje poročanja v znanstvenih objavah, ki 
analizirajo povezave med genotipom in CO. Podatkovno zbirko in pobudo za 
standardizacijo poročanja smo objavili v članku z naslovom Molecular mechanisms 
of cryptorchidism development: update of the database, disease comorbidity, and 
initiative for standardization of reporting in scientific literature v znanstveni reviji 
Andrology (Urh in Kunej, 2016) in ima do dne 21.8.2017 že pet citatov, od tega 3 
čiste citate. 
 Bioinformacijska analiza je bila sestavljena iz treh delov; določanja SRO-jev na ravni 
celotnega genoma, obogatitvene analize bioloških poti z orodjem DAVID, analize 
proteinskih interakcij z orodjem STRING. Rezultate analiz smo tudi primerjali. 
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 Izvedli smo identifikacijo SRO-jev na podlagi analize genomske razporeditve 68 
kromosomskih regij in petih CNV-jev, povezanih s CO. Določili smo 18 SRO-jev, 
od katerih je bilo pet določenih predhodno in 13 novih. S tem smo razvili nov 
študijski pristop, ki smo ga poimenovali določanje SRO-jev na ravni celotnega 
genoma (angl. genome wide screening for SROs; GW-SRO). Ta pristop predstavlja 
vzorec za izvajanje analiz pri drugih večgenskih boleznih pri človeku in tudi drugih 
vrstah. 
 Znotraj identificiranih SRO-jev se nahaja 927 anotiranih genov, med katerimi jih je 
60 bilo že predhodno povezano s CO pri človeku in štirje tudi pri drugih vrstah 
sesalcev. Ta rezultat predstavlja osnovo za nadaljnje ožanje SRO-jev in določanje 
novih kandidatnih genov za CO. 
 Predlagali smo postopek za predpripravo podatkov, relevantnih za določanje SRO-
jev ter poenoten sistem poročanja rezultatov GW-SRO, ki bo omogočil lažjo 
primerjavo med študijami. 
 Izvedli smo obogatitveno analizo bioloških poti z orodjem DAVID na osnovi 281 
genov za CO pri človeku in identificirali 63 značilnih bioloških poti. Najbolj značilna 
je z geni povezana biološka pot Regulation of actin cytoskeleton, ki bi lahko igrala 
vlogo v napakah spusta testisov in predstavlja potencial za razvoj biooznačevalcev 
na osnovi bioloških poti. 
 V 63 značilno povezanih bioloških poteh so najpogosteje prisotni geni: HRAS (v 52 
poteh) KRAS (v 45 poteh), SOS1 (v 43 poteh) in RAF1 (v 32  poteh).  
 Z analizo proteinskih interakcij z orodjem STRING smo na osnovi 281 genov za CO 
pri človeku določili pet bioloških mrež, v katere so povezani vsaj štirje geni za CO. 
Najobsežnejša mreža vsebuje interakcije med 32 proteini, med katerimi ima najvišje 
število interakcij protein HRAS; in sicer 13. 
 Z analizo proteinskih interakcij z orodjem STRING smo z vključitvijo prvih 
interakcijskih partnerjev genov za CO pridobili pet genov: EIF3E, EIF3H, RPS12, 
RPS13 in RPS16. Za kandidatne gene smo izvedli pregled literaure in za tri gene 
(EIF3E, EIF3H in RPS12) našli objave, v katerih so bili geni predhodno  povezani s 
CO. Omenjeni prvi sosedi v mreži predstavljajo kandidatne gene za CO. 
 S primerjavo rezultatov vseh treh bioinformacijskih analiz smo ugotovili, da se v 
rezultatih vsaj dveh analiz nahaja skupno 43 genov, ki so zanesljivejši kandidati za 
razvoj CO. 
 Primerjava rezultatov analize določanja SRO-jev in obogatitvene analize bioloških 
poti je pokazala, da je osem genov za CO, ki so v bioloških poteh (ACTB, CRHR1, 
DOCK1, FLNA, HOMER2, IRAK1, MAPT in OTX1), prisotnih tudi v SRO-jih.  
 Na podlagi primerjave rezultatov lokacije znotraj SRO-jev in obogatitvene analize 
bioloških poti smo predlagali tudi nove kandidatne gene za CO. Gen CYFIP1, ki je 
prisoten v značilno povezani biološki poti Regulation of actin cytoskeleton, se nahaja 
tudi znotraj SRO-ja 15q11, vendar s CO še ni bil povezan. 
 S primerjavo rezultatov analize GW-SRO in analize PPI smo ugotovili prisotnost 14 
genov v obeh analizah. 
 S primerjavo rezultatov obogatitvene analize bioloških poti z analizo PPI smo 
določili 29 genov, ki so prisotni v obeh analizah.  
 V rezultatih vseh treh bioinformacijskih analiz so prisotni štirje geni: ACTB, CRHR1, 
DOCK1 in IRAK. 
Urh K. Primerjalna analiza genetskih vzrokov za razvoj kriptorhizma pri sesalcih.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
139 
 Hipotezo 2 (Obstajajo geni povezani s kriptorhizmom, ki so prisotni v rezultatih treh 
bioinformacijskih analiz; določanja najmanjših regij prekrivanja, obogatitvene 
analize bioloških poti in analize interakcij med proteini) smo potrdili, na podlagi 
genov ACTB, CRHR1, DOCK1 in IRAK, ki so prisotni v rezultatih vseh treh analiz.  
 Hipotezo 3 (Različice števila kopij predstavljajo dejavnik tveganja za razvoj 
kriptorhizma v slovenski populaciji), smo delno potrdili. Z metodo aCGH smo pri 28 
preiskovancih s CO in ali neplodnostjo določili 23 CNV-jev, ki zajemajo regije 18 
genov.  Od 23 CNV-jev, jih je bilo osem povezanih s CO, pet z neplodnostjo in z 
obema boleznima deset CNV-jev. Te regije predstavljajo potencialne dejavnike 
tveganja za razvoj CO in/ali neplodnosti, pomembne za nadaljnje potrjevanje 
vpletenosti  v obe bolezni. Hipoteze ne moremo popolnoma  potrditi, saj se na teh 
območjih nahajajo CNV-ji tudi v splošni populaciji. Polega tega bi bilo potrebno 
preveriti prisotnost teh CNV-jev tudi pri starših preiskovancev. Rezultate bi bilo 
potrebno potrditi še z uporabo drugih metod, kot sta FISH in qPCR. 
 Najobsežnejši CNV obsega 4,68 Mbp, zajema gen LRFN5 in je prisoten pri 
preiskovancu s CO. 
 Izguba števila kopij na območju, kjer se nahaja gen OTX1, je bila prisotna pri 28 % 
(8/28) preiskovancev s CO in/ali z neplodnostjo. Prav tako se ta gen nahaja znotraj 
SRO-ja 2p15. Gen OTX1 predstavlja zanesljivejši kandidatni gen za CO, saj je 
prisoten tako v rezultatih  dveh bioinformacijskih analiz, kot tudi v rezultatih 
eksperimentalne analize CNV-jev. 
 Znotraj SRO-jev smo našli štiri gene za CO, pri katerih so povezavo potrdili tudi pri 
ortolognih genih drugih vrst živali. Dopuščamo možnost, da je takšnih genov več in 
da še niso vključeni v podatkovno zbirko Cryptrochidism gene database. V 
prihodnjih raziskavah bi bilo potrebno izvesti dodatni pregled literature, usmerjen na 
ostale kandidatne gene znotraj SRO-jev. Geni, ki so bili povezani s CO pri drugih 
živalskih vrstah namreč predstavljajo zanesljivejše kandidatne gene za 
eksperimentalno potrjevanje vpletenosti v razvoj CO pri človeku.   
 V prihodnosti je potrebno izvesti reanalizo literature za identifikacijo dodatnih 
lokusov, ki bi bili s CO povezani pri več kot treh vrstah, saj lahko predstavljajo 
zanesljivejše kandidate lokuse za povezanost z razvojem CO.  
 V magistrskem delu smo uporabili primerjalen pristop, razvili smo protokole pri 
človeku, ki jih bo možno uporabiti tudi pri drugih živalskih vrstah. Obratno pa smo 
na podlagi povezav s CO pri živalih pomagali pri identifikaciji zanesljivejših 
kandidatnih genov za človeka. Razvili smo tudi pristop za identifikacijo SRO-jev, ki 
ga je možno uporabiti tudi pri drugih vrstah sesalcev. Predlagane sisteme 
standardizacije poročanja za lokuse, povezane s CO, ki smo jih razvili za človeka, bo 
možno uporabiti tudi za raziskave  pri ostalih vrstah sesalcev.  
 Rezultati magistrske naloge prispevajo k napredku določanja genetskih vzrokov za 
razvoj CO tako z zbiranjem in urejanjem podatkov, s pobudo za poenotenje 
poročanja povezav genotip-fenotip, razvojem protokola GW-SRO, razvrščanja 
genov po prioriteti z uporabo različnih boinformacijskih metod in analize 
molekularnih vzrokov za komorbidnost CO.  
 V prihodnosti bo potrebno nadaljnje raziskovanje molekularnih vzrokov za CO pri 
sesalcih. Potrebno bo razviti diagnostični set genov za CO, korak bližje h kateremu 
smo tako z bioinformacijskim, kot laboratorijskim delom te študije. 
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7 POVZETEK 
V magistrskem delu smo posodobili predhodno razvito zbirko Cryptorchidism gene 
database, ki sedaj vsebuje 487 lokusov iz osmih vrst, vključuje anevploidije, kromosomske 
regije, mozaicizme, CNV-je, protein kodirajoče gene, miRNA gen in QTL-e in je prva ter 
najobsežnejša zbirka na področju genetike CO, ki vsebuje povezave genotip-CO. S CO so 
pri treh vrstah povezani lokusi AMH, INSL3 in RET. S prirojeno obliko CO je povezano 65 
lokusov proti pridobljeni obliki, ki  je povezana s 53 lokusi. Unilateralna oblika CO je 
povezana s 160 lokusi, bilateralna oblika CO, ki je povezana z 87 lokusi. Prisotnost pri več 
podtipih hkrati, npr. pri primerih unilateralnega in bilateralnega podtipa CO smo ugotovili 
pri 39 lokusih. Z nesindromsko obliko CO je povezanih 132 lokusov, s sindromsko obliko 
CO pa 52 lokusov in z izolirano obliko CO je povezanih 54 lokusov. S CO je povezanih 39 
sindromov in 54 nesindromskih bolezni. Na primeru Kallmannovega sindroma smo prikazali 
genetsko heterogenost povezav genotip fenotip na podlagi lokusov kot je CHD7, ki je 
povezan s primerom sindroma, kjer je CO prisoten v klinični sliki, primerom kjer CO ni 
prisoten, kot tudi z drugo boleznijo, kjer je CO prisoten v klinični sliki. Zaradi heterogenega 
prikaza rezultatov na področju in težavnega pridobivanja podatkov za posodobitev zbirke 
smo predlagali standardizirani obrazec za poenotenje objavljanja rezultatov v znanstvenih 
objavah, ki poročajo povezave med genotipom in CO. Obrazec je objavljen v reviji 
Andrology (Urh in Kunej, 2016). Izvedli smo prvo pozicijsko razvrščanje za identifikacijo 
SRO-jev v celotnem genomu, določili 18 SRO-jev povezanih s CO ter 60 kandidatnih genov 
znotraj SRO-jev. Ugotovili smo prisotnost štirih živalskih ortologov 60 človeških CO genov 
v SRO-jih; Actb pri podgani, Wt1, Mecp2 in Vamp7 so bili povezani s CO pri miši. Omenjeni 
geni so lahko obravnavani kot zanesljivejši kandidati za razvoj CO zaradi primerjalnega 
vidika povezanosti s CO v različnih sesalskih organizmih. Izdelani pristop analize celotnega 
genoma za določanje SRO-jev je možno prilagoditi tudi za uporabo pri drugih boleznih. 
Zaradi zahtevnosti pridobivanja podatkov za določanje SRO-jev smo predstavili pobudo za 
sistem poročanja kromosomskih regij povezanih z boleznimi in izdajami genoma (angl. 
assembly). Sistem omogoča poenostavljeno določanje in poročanje relevantnih regij ter 
SRO-jev, povezanih  z boleznimi. Izvedli smo obogatitveno analizo bioloških poti, 
identificirali skupno 63 značilnih bioloških poti. Predlagali smo povezavo biološke poti, 
Regulation of actin cytoskeleton, z napakami v spustu testisov. V analizi proteinskih 
interakcij smo določili pet večjih modulov. Največji modul vsebuje interakcije med 32 
proteini, HRAS ima najvišje število interakcij s proteini vključenimi v analizo in je v 
največjem modulu predpostavljen kot centralna molekula. Razvrstili smo tudi CO gene, ki 
so bili predhodno identificirani kot povezani z razvojem CO. Izpostavili smo gen HRAS kot 
kandidat za razvoj CO na podlagi prisotnosti v velikem številu bioloških poti v obogatitveni 
analizi, prisotnosti v poti Regulation of actin cytoskeleton, izpostavitve kot centralna 
molekula osrednjega modula povezanega s CO. V študiji Cannistraci in sod. (2013) je bil 
gen HRAS izpostavljen kot najpomembnejši kandidat za razvoj CO. Razvrščena kandidatna 
gena VAMP7 in RAF1 sta prisotna v SRO-ju Xq28-C na primeru gena VAMP7, obogatitveni 
analizi bioloških poti na primeru gena RAF1, sodelovanja v največjem modulu analize 
proteinskih interakcij. S primerjavo obogatitvene analize bioloških poti, analize PPI in 
analize GW-SRO smo ugotovili tudi prisotnost 43 genov v vsaj dveh analizah. Geni HRAS, 
KRAS, RAF1, SOS1 so v obogatitveni analizi prisotni tudi v najvišjem številu bioloških poti. 
Geni ACTB, CRHR1, DOCK1 in IRAK1 so prisotni tako v analizi PPI, obogatitveni analizi 
bioloških poti, kot tudi v identifikaciji SRO-jev. V laboratorijskem eksperimentu z metodo 
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aCGH izvedenem na slovenski populaciji 28 preiskovancev s CO in/ali neplodnostjo smo od 
230 CNV-jev na podlagi zaznavanja relativne intenzitete fluorescence primerjalno 
hibridiziranih segmentov DNA z interpretacijo rezultatov identificirali 23 CNV-jev in so v 
primeru primerjalnega preverjanja pri ustreznih živalskih modelih lahko predpostavljeni kot 
zanesljivejši kandidati za uvrstitev med gene povezane z razvojem CO/neplodnosti. Izguba 
števila kopij na območju gena OTX1, je bila zaradi prisotnosti pri 28 % preiskovancev, 
prisotnosti v SRO-ju 2p15 ter povezanosti s CO v relevantnih študijah, kot je Jorgez in sod. 
(2014), določen kot najpomembnejši lokus za nadaljnjo eksperimentalno validacijo 
kliničnega vpliva omenjenega CNV-ja z različnimi metodami. Najobsežnejši CNV obsega 
4,68 Mbp, zajema regijo gena LRFN5 in je bil prisoten pri preiskovancu s CO. V prihodnosti 
so potrebne študije, ki bi se osredotočile na iskanje večjega števila ortologov SRO CO genov. 
Potrebne so tudi študije, ki bi se osredotočile na iskanje ortologov 875 SRO genov, ki še niso 
bili povezani s CO, kot tudi študije, kjer bi se raziskovalci osredotočali na iskanje večjega 
števila genov, ki so s CO povezani pri več kot treh vrstah. Identificirani geni, bi posledično 
lahko predstavljali zanesljivejše kandidate za morebitno eksperimentalno analizo vpletenosti 
v razvoj CO pri človeku. Zaradi večfaktorske narave razvoja CO, so kandidatni geni lahko 
povezani z različnimi oblikami CO (prirojenim in/ali prirojenim CO, unilateralnim in/ali 
bilateralnim). Pristopi za določanje prednostnih kandidatnih genov lahko glede na 
uporabljeno metodologijo razvrščanja po prioriteti izpostavijo različne kandidate za 
eksperimentalno preverjanje. Pristop za razvrščanje po prioriteti opisan v tej študiji omogoča 
iskanje primernih kandidatov za eksperimente, ki so osnovani na SRO-jih povezanih z 
razvojem CO in za eksperimente osnovane na bioloških mehanizmih povezanih z razvojem 
CO. Razviti pristop določanja SRO-jev na ravni celotnega genoma je sedaj možno vključiti 
v klasifikacijo sistema omik, ki je predstavljen v študiji Pirih in Kunej (2017). V prihodnosti 
je potrebno ponovno analizirati kromosomske sekvence za identifikacijo morebitnih novih 
anotiranih CO genov, dodatno ožanje SRO-jev, uporaba pristopov sistemske biologije za 
dodatno razvrščanje CO genov po prioriteti. V eksperimentalnem raziskovanju ozadja CO 
je pomembno nadaljnje večanje analizirane populacije za identifikacijo jasnejših CNV-jev, 
ki bi bili povezani s CO/neplodnostjo in preverjanje kliničnega vpliva. S tem lahko 
pridobimo povezave med kandidati razvrščenimi po prioriteti v bioinformacijskih analizah 
in kandidati prisotnimi v eksperimentalno analiziranih populacijah. Ker je CO kompleksna 
večfaktorska bolezen z aktivnim raziskovalnim področjem, ki se konstantno širi, je potrebno 
tesno sodelovanje med bioinformacijskimi pristopi in eksperimentalnim preverjanjem 
predpostavljenih kandidatov. Potrebno je tudi sodelovanje v obratni smeri ter s tem 
natančnejše iskanje povezav med genotipom in fenotipom. Na ravni primerjalne analize 
magistrsko delo prispeva k širjenju znanja o ozadju razvoja CO z določitvijo nove 
metodologije, ki je obetavna za določanje SRO-jev tudi pri drugih vrstah sesalcev in 
boleznih. Objavljeni in predlagani sistemi poročanja za lokuse in SRO-je so pomembni tudi 
pri drugih boleznih, kot tudi pri ostalih sesalskih vrstah, saj olajšajo delo raziskovalcem, ki 
iščejo povezave med genotipom in fenotipom. Gene razvrščene po prioriteti na podlagi 
rezultatov več analiz in gene, ki so prisotni v izpostavljeni biološki poti Regulation of actin 
cytoskeleton, proteinskih interakcijah in SRO-jih bi bilo za CO potrebno primerjalno 
analizirati tudi pri ostalih sesalskih vrstah. Lokusi, ki smo jih izpostavili na podlagi več 
pristopov, so pomembni tudi za razvoj seta za tarčno resekvenciranje (angl. targeted gene 
resequencing panel), ki je že razvit za številne bolezni, a za CO še ne obstaja. Prispevali smo 
k poglobitvi znanja na področju raziskav CO tako pri človeku, kot ostalih sesalskih vrstah, 
prispevali k izbiranju lokusov za razvoj seta genov za klinični molekulano-genetski 
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diagnostični test. V prihodnje je za  napredek na tem področju potrebno tesno sodelovanje 
med raziskavami na ravni bioinformatike in laboratorijskih raziskav.  
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Cryptorchidism is one of the most common congenital diseases in males (2-4% full term 
male births). It has a potential effect on health; defects in testes descent usually cause 
impaired spermatogenesis resulting in reduced fertility and increased rates of testicular 
neoplasia, and testicular torsion. In the present study, we have updated previously developed 
Cryptorchidism gene database 2013 with new candidate genes by literature mining of 
relevant publications. Cryptorchidism candidate genes of six different species were retrieved 
from the literature search: human, mouse, rat, dog, horse, cattle, and sheep. The updated 
version of the database includes 211 candidate genes and related information. We have also 
collected data related with comorbidity and found co-presence of cryptorchidism with 33 
diseases. During development of the database a need for a standardized format for gene data 
presentation has risen due to heterogeneity of data presentation in the literature. We discuss 
challenges that have risen during the development of the genomics database. 
 
Keywords: cryptorchidism, database, disease comorbidity, genes, integromics, multi-omics 





Cryptorchidism (undescended testicles) is one of the most common congenital diseases in 
males (2-4% full term male births). It is defined as failure of descent of one (unilateral) or 
both (bilateral) testes and associated structures. Cryptorchidism has a potential effect on 
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health; defects in testes descent usually causes impaired spermatogenesis, resulting in 
reduced fertility and increased rates of testicular neoplasia, and testicular torsion [4]. 
Testicular descent is a complex series of events which requires concerted action of 
hormones, constitutive mechanisms, and the nervous system [3]. Testicular descent also 
depends on proper ligament (gubernaculum) development. This ligament is composed of 
primitive mesenchymal cells. These cells respond to hormonal cues that cause proliferation 
and differentiation into striated muscle that establishes the cremaster muscle [6]. 
In most species of land mammals, including human, the complete descent of testes usually 
occurs prenatally. Beside environmental factors like endocrine disruptors, cryptorchidism is 
at least in part determined by genetic causes (chromosome or gene mutations), and is often 
a common feature of different syndromes. Different studies have also reported discovering 
several candidate genes related with cryptorchidism development and 220 loci from six 
species (human, horse, sheep, dog, rat, and mouse) were catalogued in the Cryptorchidism 
gene database 2013 [2]. 
Research methods and approaches used vary between different research groups; studies have 
been performed at different omics levels including genomics, transcriptomics, and 
proteomics. This area of research, among many others, requires central genomics databases 
for collecting and integrating genotype and phenotype data. The heterogeneity of approaches 
and variability of presentations of results of studies in the field complicate this type of 
research. As there is an increase of research articles related with this disorder, regular updates 
for disease associated gene database are needed. In our previous study [2] we collected 
genomics data from cryptorchidism related studies and used bioinformatics for analysis and 
thus deepening our understanding of this disease. As there is an increase of number of 
research articles related with this disease, updates for disease associated gene database and 
analysis updates are regularly needed. The situation is similar in other fields of research, for 
instance in the field of reporting cancer associated mutations using NGS approach, where 
our research group proposed an initiative for standardization of the data format [5]. The 
purpose of the present study was therefore to: 1. update the existing Cryptorchidism gene 
database with data from recent studies, 2. perform pathway enrichment analysis, 3. collect 
data on disease comorbidity, and 4. discuss some of the challenges that have risen during 





We have updated our previously developed Cryptorchidism gene database 2013 
(http://www.integratomics-time.com/cryptorchidism/candidate_genes) [2] with new 
candidate genes associated with cryptorchidism. New candidate genes were collected by 
literature mining of relevant publications through PubMed 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), Web of Science (http://isiknowledge.com) and 
Gene (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) from September 2012 to May 2015. We used 
keywords such as »cryptorchidism«, »gene«, »testicular descend«, »association«. When 
researching the Gene database we relied on GeneRIFs containing the word 
»cryptorchidism«.  Cryptorchidism candidate genes from six different species were retrieved 
in the literature search: human, mouse, rat, dog, horse, and sheep. In our updated database 
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we included candidate genes that are associated with cryptorchidism development. We 
excluded genes that were obtained in expression studies in adult males with cryptorchidism. 
Candidate genes and related information was sorted into a table that allows easier search for 
a specific gene and simpler use in bioinformatics analysis. The following information on 
each gene has been specified: gene name (HGNC approved gene nomenclature), gene ID, 
genomic location, species, species ID, race/ethnicity experimental method (association 
study, expression experiments, knockouts (KO) and transgenics, etc.), reference, PubMed 
ID number (PMID), and disease comorbidity. Terminology regarding the comorbid diseases 
was unified according to the Disease Ontology database (http://disease-ontology.org/). 
Human orthologues IDs of collected genes were retrieved manually using NCBI database. 
DAVID Bioinformatics Resources 6.7 program and its »functional annotation tool« were 
used for pathway enrichment analysis. Results were given for BioCarta, KEGG, PANTHER 
and Reactome databases, settings were Bonferroni test and p threshold 0.01. 185 genes from 
Cryptorchidism gene database 2013 and 30 new candidate genes were joined together for 
pathway using DAVID. The workflow of the study is presented in Figure 1.  
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Results and discussion 
 
Database development 
Through literature mining we retrieved thirty recently published candidate genes associated 
with cryptorchidism, and updated the previously developed database. The added genes 
associated with cryptorchidism have been mined from different experiments. In Table 1 we 
presented a fraction of the candidate genes with associated information. The updated 
CryptoGeneDB 2015 contains a total of 215 genes, 30 newly collected candidate genes from 
human, mouse, dog, horse, and rat and 185 candidate genes from the Cryptorchidism gene 
database 2013 from all six species (human, mouse, dog, horse, rat, and sheep). The database 
contains 37 genes from different KO’s and transgenics studies, 9 genes from association 
studies, 11 genes from genome wide association studies, 117 genes from expression 
experiments, and 35 genes from syndrome studies. There is currently only one gene in the 
database that has been associated with cryptorchidism using Next Generation Sequencing 
(NGS) method [1]. Epigenetics changes have not yet been reported to be involved in 
development of cryptorchidism development in mammals.   
The CryptoGeneDB contains genes from different types of studies that were associated with 
cryptorchidism development using different study approaches from different omics types, 
genome-wide and single locus studies, association, functional studies, and case reports. For 
example, a study by Zhou et al. (2015) has been performed on the DNA level analyzing 
single nucleotide polymorphisms (SNPs) of the AXIN1 gene in a Chinese cryptorchidism 
children cohort and revealed a higher prevalence of certain genotypes in the cryptorchidism 
population. Tannour et al. (2014) have conducted an extensive functional study in a human 
cohort and transgenic VAMP7 mouse model that had a high incidence of cryptorchid testes. 
Higher levels of VAMP7 expression in the mouse male genitourinary tract have been 
detected by qPCR. They have also analyzed children born with masculinization disorders 
and confirmed association between VAMP7 gene dosage changes and human 
cryptorchidism, hypospadias and micropenis. The study by Rocca et al. (2013) is an example 
of a GWAS approach using SNP array analysis (human CNV genotyping array) and a rare 
deletion of the short arm of chromosome 2 has been identified in a patient with 
cryptorchidism. Authors suggested that chromosome band 2p23.3 contains genes whose 
haploinsufficiency may represent a risk factor for muscular hypotonia, obesity, and 
cryptorchidism. The identified deletion in the patient includes PREB gene which was 
suggested to be involved in cryptorchidism development. The CHD7 gene has been 
associated with cryptorchidism using GWAS approach (Chromosomal Microarray Analysis 
using CytoScanHD chip) (Liu et.al. 2014). The experiment was conducted on a patient who 
has been clinically diagnosed with CHARGE syndrome; and the patient also has 
cryptorchidism present as one of the symptoms.  Bertola et al. investigated the involvement 
of RIT1 gene in patients with Noonan syndrome (NS) using NGS methodology, and found 
that several individuals who were negative for mutations in previously known causative 
genes had mutations in RIT1 gene [1]. Some of these patients also had cryptorchidism, which 
is a common occurrence in patients with NS.  
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Pathway enrichment analysis has shown biological pathways associated with muscles, such 
as skeletal muscle hypertrophy and heart muscle hypertrophy biological pathways. In 
comparison to our previous study [2], some new biological pathways have been identified, 
including apoptosis and antiapoptosis, inhibition of cell proliferation, nervous system (Axon 
guidance), immune system (B and T cell activation), Ras signalling pathway, Influence of 
Ras and Rho proteins on G1 to S Transition biological pathway, and MAPK biological 
pathway. A fraction of the most significant retrieved pathways for KEGG database is shown 
in Table 2. 
Table 2: Fraction of biological pathways associated with cryptorchidism candidate 
genes 
Database Biological pathway p value Bonferroni value 
KEGG Regulation of actin cytoskeleton 170E-15 1.60E-13 
KEGG Pathways in cancer 1.80E-15 8.70E-14 
KEGG Focal adhesion 1.00E-11 3.30E-10 
KEGG Prostate cancer 8.30E-11 2.00E-09 
KEGG Acute myeloid leukemia 4.10E-09 8.10E-08 
KEGG Melanoma 4.60E-08 7.50E-07 
KEGG Chronic myeloid leukemia 8.70E-08 1.20E-06 
KEGG Neurotrophin signaling pathway 9.40E-08 1.20E-06 
KEGG Glioma 1.20E-07 1.30E-06 
KEGG Non-small cell lung cancer 2.70E-07 2.60E-06 
KEGG Insulin signaling pathway 3.00E-07 2.60E-06 
KEGG MAPK signaling pathway 4.30E-07 3.50E-06 
KEGG TGF-beta signaling pathway 4.70E-07 3.60E-06 
KEGG T cell receptor signaling pathway 7.70E-07 5.40E-06 
KEGG Endometrial cancer 2.00E-06 1.30E-05 
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KEGG Colorectal cancer 2.50E-06 1.50E-05 
KEGG Thyroid cancer 2.80E-06 1.60E-05 




Cryptorchidism is also commonly associated with several diseases and syndromes. We 
present the comorbidity of cryptorchidism with 33 diseases in Figure 2. Colours of the nodes 
have been coordinated to the classification of the Diseasome database.  
 
 
Figure 2: Comorbidity of cryptorchidism 
 
Colour legend: Cancer: brown, cardiovascular diseases: blue, dermatological diseases: orange, developmental 
diseases: purple, otorinolaringological: turquoise, muscle associated diseases: red, opthamological: light 
purple, renal: pink, white: syndromes with multiple types of different symptoms, reproductive disorders: gray, 
bone: light brown, psychiatric disorders: dark pink, neurological diseases: dark yellow.   
JMML: Juvenile myelomonocytic leukemia,  
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VATER: vertebral defects (V), anal atresia (A), tracheoesophageal fistula with esophageal atresia (TE), and 
radial or renal dysplasia (R), 
VACTERL: is an acronym for an expanded definition of the association that includes cardiac malformations 
(C) and limb anomalies (L),  
NIHH: normosmic idiopathic hypogonadotropic hypogonadism,  
CHARGE syndrome: characterized by a pattern of congenital anomalies including choanal atresia and 
malformations of the heart, inner ear, and retina.  
IFAP/BRESHECK syndrome: X-linked multiple congenital anomaly disorder with variable severity.  
TDS: testicular dysgenesis syndrome,  
ASD atrial septal defect. 
Initiative for standardization of the data format in published literature 
With such heterogeneity of the field we conclude that it is of utmost importance that research 
on cryptorchidism continues by researching common points in the mechanisms of disease 
development. The development of cryptorchidism on the genetic level is very diverse and 
the mechanism itself is still not completely understood. Our research is by integrating the 
data of other studies filling a void left by other studies that do not choose this path of research 
of cryptorchidism development. The update of CryptoGeneDB will allow a better view of 
the field of cryptorchidism studies and therefore will represent a basis for future studies of 
cryptorchidism.  
As the amount of disease related data rises in all fields, we believe a standardized system of 
results presentation is needed. Such a system would reduce the heterogeneity of results 
presentation between research groups and therefore allow easier search for genes and related 
data that could be integrated into databases and used in bioinformatics analysis or future 
laboratory studies. By using such a system for presentation of results readers and researchers 
alike would find important information quicker and there would be a lower possibility for 
misinterpretation of data.  
 
In conclusion, by using a standardized system for results presentation in studies reporting 
genotype-phenotype connections, in a time of exponential growth of information, the field 
would benefit from a higher level of homogeneity in presentation of results, lower possibility 
for misinterpreting the data, higher possibility for readers to find important information and 
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Cryptorchidism is one of the most common congenital diseases in males (2-4% full term 
male births). It has a potential effect on health; defects in testes descent usually cause 
impaired spermatogenesis resulting in reduced fertility and increased rates of testicular 
neoplasia, and testicular torsion. We have updated the previously developed Cryptorchidism 
gene database 2013 with new candidate genes by literature mining of relevant publications. 
Cryptorchidism candidate genes of seven different species were retrieved from the literature 
search: human, mouse, rat, dog, horse, cattle, and sheep. The updated version of the database 
includes 245 candidate genes and related information. DAVID Bioinformatics Resources 
6.7 program and its »functional annotation tool« were used for pathway enrichment analysis. 
Ninety-four significant biological pathways were associated with the gene list, including 
cancer, cardiomiopathy, RASopathies, and vascular smooth muscle contraction. During 
development of the database a need for a standardized format for gene data presentation has 
risen. The updated Cryptorchidism gene database 2015 (CryptoGeneDB 2015) presents a 
starting point for future studies. While the field of cryptorchidism research constantly 




Cryptorchidism is one of the most common congenital diseases in males (2-4% full term 
male births). It is defined as failure of descent of one (unilateral) or both (bilateral) testes 
and associated structures. Cryptorchidism has a potential effect on health; defects in testes 
descent usually causes impaired spermatogenesis, resulting in reduced fertility and increased 
rates of testicular neoplasia, and testicular torsion (Kolon et al., 2014). Testicular descent is 
a complex series of events which requires concerted action of hormones, constitutive 
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mechanisms, and the nervous system (Foresta et al., 2013). Testicular descent also depends 
on proper ligament (gubernaculum) development. This ligament is composed of primitive 
mesenchymal cells. These cells respond to hormonal cues that cause proliferation and 
differentiation into striated muscle that establishes the cremaster muscle (Szarek et al., 
2014).  
In most species, including human, the complete descent of testes usually occurs prenatally. 
Beside environmental factors like endocrine disruptors, cryptorchidism is at least in part 
determined by genetic causes (chromosome or gene mutations), and is often a common 
feature of different syndromes. Different studies have also reported discovering several 
candidate genes related to cryptorchidism development and 220 loci from seven species 
(human, cattle, horse, sheep, dog, rat, and mouse) were catalogued in the Cryptorchidism 
gene database 2013 (Cannistraci et al., 2013). 
Research methods and approaches used vary between different research groups; studies have 
been performed at different omics levels including genomics, transcriptomics, and 
proteomics. This area of research, among many others, lacks research that focuses on 
collecting and integrating data for a certain disease. In our previous study (Cannistraci et al., 
2013) we collected genomics data from cryptorchidism related studies and used 
bioinformatics for analysis and thus deepening our understanding of this disease. As there is 
an increase of number of research articles related with this disease, updates for disease 
associated gene database and analysis updates are regularly needed. The purpose of this 
research was to update the existing Cryptorchidism gene database with data from new 
studies and to identify biological pathways associated with candidate genes. 
Methods 
We have updated the Cryptorchidism gene database 2013 with new candidate genes 
associated with cryptorchidism (http://www.integratomics-
time.com/cryptorchidism/candidate_genes) (Cannistraci et al., 2013). New candidate genes 
were collected by literature mining of relevant publications through PubMed 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), Web of Science (http://isiknowledge.com) and 
Gene (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) from September 2012 to May 2015. We used 
keywords such as »cryptorchidism«, »gene«, »testicular descend«, »association«. When 
researching the Gene database we relied on GeneRIFs containing the word 
»cryptorchidism«.  Cryptorchidism candidate genes from seven different species were 
retrieved in the literature search: human, mouse, rat, dog, horse, cattle, and sheep. In our 
updated database we included candidate genes that are associated with cryptorchidism. We 
excluded genes that were obtained in expression studies on adult males with cryptorchidism. 
Candidate genes and related information was sorted into a table that allows easier search for 
a specific gene and simpler use in bioinformatics analysis. The following information on 
each gene has been specified: gene name (HGNC approved gene nomenclature), gene ID, 
genomic location, species, experimental method (association study, expression experiments, 
knockouts (KO) and transgenics, etc.), reference and genomic level (DNA/RNA/protein-
protein interactions).  
Human orthologues research was performed manually in the NCBI database. DAVID 
Bioinformatics Resources 6.7 program and its »functional annotation tool« were used for 
pathway enrichment analysis. Results were given for four databases: BioCarta, KEGG, 
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PANTHER and Reactome databases, settings were Bonferroni test and p threshold 0.01. 
Genes from Cryptorchidism gene database 2013 (n=185) and 60 new candidate genes were 
joined together for this comparison and analysis using DAVID tool.  
Results and Discussion 
Through literature mining we retrieved sixty new candidate genes associated with 
cryptorchidism, and updated the previously developed database. The added genes associated 
with cryptorchidism have been mined from different experiments. Four genes were already 
included in the previous database version (WT1, RET, MSX2, FOXO1), but were now 
confirmed in different studies. We can confirm their credibility in association to 
cryptorchidism and deepen our understanding of the role of these genes in cryptorchidism 
development in comparison with the 2013 database. 
In Figure 1 we presented a fraction of the candidate genes with associated information. The 
updated CryptoGeneDB 2015 contains a total of 245 genes, 60 newly collected candidate 
genes from human, mouse, dog, horse, and rat and 185 candidate genes from the 
Cryptorchidism gene database 2013 from all seven species (human, mouse, dog, horse, rat, 
cattle, and sheep). The database contains genes from 37 different KO’s and transgenics 
studies, 5 genes from association studies, 8 genes from genome wide association studies, 
142 genes from expression experiments, and 42 genes from syndromes studies. There are 
currently only two genes in the database that have been collected from studies using Next 
Generation Sequencing (NGS) method. No studies using epigenetics have so far been found 
to meet our criteria for integration in the database. 
 
 
Figure 1: Fraction of the literature collected cryptorchidism candidate gene list  
Pathway enrichment analysis has shown new biological pathways associated with muscles, 
such as skeletal muscle hypertrophy and heart muscle hypertrophy biological pathways. In 
comparison to pathways associated with muscles in the 2013 database, these new biological 
pathways associated with muscle contraction and heart confirm conclusions of association 
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between cryptorchidism and muscles from the previous research. Interestingly, we have 
retrieved as much as twelve cancer associated pathways because it is known that 
cryptorchidism patients have higher probability of developing testes cancer, but the 
association of cryptorchidism with other types of cancer is unclear. There are also new 
biological pathways associated with apoptosis and antiapoptosis. Biological pathways 
associated with cell apoptosis can present an opportunity to further research the possibility 
of their association with spermatogenesis. There are also new pathways connected with 
inhibition of cell proliferation, nervous system (»Axon guidance«), immune system (B and 
T cell activation), Ras signalling pathway, Influence of Ras and Rho proteins on G1 to S 
Transition biological pathway, MAPK biological pathway etc. Presence of MAPK biological 
pathway and Ras signalling pathway additionally confirms a deep association between 
cryptorchidism with Rasopathies and encourages research of the mechanisms that underlie 
connections between these diseases. A fraction of the pathways associated with 
CryptoGeneDB is shown in Table 1. 
 
Table 1: Fraction of biological pathways associated with cryptorchidism candidate genes 
Database Biological pathway p value Bonferroni value 
KEGG Regulation of actin cytoskeleton 1.70E-15 1.60E-13 
KEGG Pathways in cancer 1.80E-15 8.70E-14 
KEGG Focal adhesion 1.00E-11 3.30E-10 
KEGG Prostate cancer 8.30E-11 2.00E-09 
KEGG Acute myeloid leukemia 4.10E-09 8.10E-08 
KEGG Melanoma 4.60E-08 7.50E-07 
KEGG Chronic myeloid leukemia 8.70E-08 1.20E-06 
KEGG Neurotrophin signaling pathway 9.40E-08 1.20E-06 
KEGG Glioma 1.20E-07 1.30E-06 
KEGG Non-small cell lung cancer 2.70E-07 2.60E-06 
KEGG Insulin signaling pathway 3.00E-07 2.60E-06 
KEGG MAPK signaling pathway 4.30E-07 3.50E-06 
KEGG TGF-beta signaling pathway 4.70E-07 3.60E-06 
KEGG T cell receptor signaling pathway 7.70E-07 5.40E-06 
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KEGG Endometrial cancer 2.00E-06 1.30E-05 
KEGG Colorectal cancer 2.50E-06 1.50E-05 
KEGG Thyroid cancer 2.80E-06 1.60E-05 
KEGG Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) 2.80E-06 1.50E-05 
We conclude that is of utmost importance that research on cryptorchidism continues by 
researching common points in the mechanisms of disease development. The development of 
cryptorchidism on the genetic level is very diverse and the mechanism itself is still not 
completely understood. Our research has by integrating the data of other studies filled a void 
left by other studies that do not choose this path of research of cryptorchidism development. 
The update of CryptoGeneDB allows us a better view of the field of cryptorchidism studies 
and therefore represents a basis for future studies of cryptorchidism.  
In the future we wish to deepen the understanding of cryptorchidism by integrating the 
protein-protein interaction (PPI) data associated with candidate genes, exploring the 
comorbidity of cryptorchidism with other diseases and researching the mechanisms that 
underlie these comorbidities. Because the amount of cryptorchidism related data rises, we 
also strongly suggest a standardized system for gene data presentation that would allow 
scientists easier integration and analysis of data. The following information on each gene 
should be specified: gene name, gene ID, genomic location, species, experimental method 
(association study, expression experiments, KO and transgenics, etc.), reference and 
genomic level (DNA/RNA/protein-protein interactions). 
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Uvod 
Kriptorhizem (retinirani testisi) je med najbolj pogostimi prirojenimi boleznimi pri moškem 
spolu (2-4% polno donošenih rojstev). Definiramo ga kot nepopoln spust enega (angl. 
unilateral) ali obeh (angl. bilateral) mod in z njimi povezanimi strukturami v modnik. 
Prisotnost kriptorhizma predstavlja tveganje za zdravje, saj se napake v spustu mod povezuje 
z oslabljeno spermatogenezo, kar povzroča slabšo plodnost, povečano verjetnost torzije mod 
in raka (Dovč in sod., 2010). Spust moda v modnik je kompleksen skupek dogodkov, ki 
zahtevajo usklajeno delovanje hormonov, živčnega sistema in konstitutivnih mehanizmov. 
Spust je odvisen tudi od ligamenta (angl. gubernaculum), ki je sestavljen iz primitivnih 
mezenhimalnih celic. Te celice se odzivajo na hormone, ki povzročijo njihovo proliferacijo 
in diferenciacijo v ligament (Szarek in sod., 2014).  
Pri večini vrst se spust moda v modnik zgodi prenatalno, na sam pojav kriptorhizma poleg 
okoljskih dejavnikov vplivajo vsaj delno tudi genetski vzroki, kot so kromosomske ali 
genetske mutacije. Kriptorhizem se pogosto pojavlja kot simptom pri različnih boleznih. V 
različnih študijah je bilo prepoznanih že kar nekaj kandidatnih genov, ki naj bi bili povezani 
z nastankom kriptorhizma (Cannistraci in sod., 2013).  
Področje raziskav o kriptorhizmu je zelo heterogeno. Raziskave se izvajajo pri različnih 
organizmih, na različnih genomskih ravneh in z različnimi metodami. Primanjkujejo 
raziskave, ki se osredotočajo na zbiranje ter sintezo rezultatov raziskav, analizo z 
bioinformacijskimi metodami in s tem poglabljanje znanja o kriptorhizmu. Komorbidnost 
bolezni (angl. comorbidity) je pomembno naraščajoče področje, ki omogoča z iskanjem 
skupnih točk bolezni in ustvarjanjem zbirke Diseasome lažje razumevanje razvoja bolezni 
(Lee in sod., 2008). 
Namen raziskave je zato bil: 1. dopolniti podatkovno zbirko genov, povezanih z razvojem 
kriptorhizma z informacijami iz novih objav, 2. identificirati biološke poti v katerih ti geni 
sodelujejo in s tem poglobiti razumevanje razvoja kriptorhizma, 3. zbrati podatke o 
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komorbidnosti kriptorhizma z drugimi boleznimi in tako dopolniti fenomsko okolico te 
bolezni v zbirki Diseasome.  
Materiali in metode  
Posodobili smo podatkovno zbirko genov povezanih s kriptorhizmom Cryptorchidism gene 
database 2013 (Cannistraci et. al. 2013)). Iskali smo članke, ki bi vsebovali kandidatne gene 
za posodobitev podatkovne zbirke s podatkovnim rudarjenjem (angl. literature mining) 
strokovne literature, v časovnem obdobju od 9/2012 do vključno 7/2014. Uporabili smo 
ključne besede: »cryptorchidism«, »gene«, »testicular descend«, »association«.  
Pridobili smo podatke za štiri vrste sesalcev: človek, miš, podgana, pes. Pri podatkovnem 
rudarjenju smo upoštevali gene, ki imajo neposreden vpliv na razvoj kriptorhizma in tudi 
tiste s posrednim vplivom. Diferencialno izražene gene pri odraslih preiskovancih smo 
zbirali v ločeni podatkovni zbirki in jih nismo vključili v bioinformacijsko analizo. 
Pridobljene gene in podatke o njih smo za večjo preglednost in enostavnejšo obdelavo z 
bioinformacijskimi orodji dopolnili z naslednjimi informacijami:  gen, identifikacijska 
številka gena, genomska lokacija, vrsta, eksperimentalna metoda (asociacijska študija, 
analiza izražanja (ekspresijski eksperimenti), poskusi na miših z izbitimi geni (angl. 
»knockout«), referenca, genomska raven (DNA/RNA/interakcije med proteini)). 
Sopojavnost kriptorhizma z drugimi boleznimi v pridobljenih člankih smo prikazali s  
programom Gephi. 
Z uporabo podatkovne zbirke NCBI smo ročno iskali ortologe genov pri človeku. Za analizo 
vpletenosti genov v obogatenih bioloških poteh (angl. pathway enrichment analysis) smo 
uporabili program DAVID Bioinformatics Resources 6.7, ki z orodjem »functional 
annotation tool« omogoča hkratno analizo v zbirkah BioCarta, KEGG, PANTHER in 
Reactome. Ob tem smo rezultate analize z orodjem »functional annotation tool« omejili z 
Bonferroni testom in p vrednostjo 0,01. 
Primerjali smo nove kandidatne gene z do sedaj izdelanimi povezavami med kandidatnimi 
geni in biološkimi potmi (Cannistraci in sod, 2013). Združili smo 185 genov iz podatkovne 
zbirke kandidatnih genov za kriptorhizem Cryptorchidism database 2013 z novimi iz 
literature pridobljenimi kandidatnimi geni in izvedli analizo s programom DAVID.  
Rezultati  
Z uporabo podatkovnega rudarjenja smo pridobili 43 novih kandidatnih genov, povezanih s 
kriptorhizmom in nadgradili podatkovno zbirko, ki je bila razvita predhodno (2013). Poleg 
tega smo pridobili tudi štiri gene, ki so bili prisotni že v prvi verziji podatkovne zbirke (WT1, 
RET, MSX2, FOXO1). Osem novih genov je bilo diferencialno izraženih pri odraslih 
bolnikih.  
V analizo smo vključili 220 genov: 35 novih genov ter 185 genov iz zbirke Cryptorchidism 
gene database 2013. Identificirali  smo 97 bioloških poti, ki so bile statistično značilno 
povezane z geni vključenimi v analizo. Potrdili smo vseh 12 bioloških poti pridobljenih v 
prejšnji raziskavi. V tabeli 1 je prikazan del rezultatov analize na primeru zbirke KEGG. Pri 
zbirki KEGG smo pridobili 35 novih bioloških poti (od tega 12 povezanih z rakom), pri 
zbirki BioCarta 35 novih bioloških poti, pri zbirki Reactome pet novih bioloških poti 
(podvajanje »Axon guidance« biološke poti pri zbirki KEGG) in pri zbirki PANTHER smo 
pridobili deset novih bioloških poti.  
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Prisotne so nove biološke poti povezane z mišičjem, kot sta biološka pot povezana s 
hipertrofijo skeletnih mišic in biološka pot povezana s hipertrofijo srčne mišice. Nove so 
tudi biološke poti povezane z apoptozo in antiapoptozo celic, inhibicijo celične proliferacije, 
biološke poti povezane z živčevjem (npr. »axon guidance«), imunskim sistemom (aktivacija 
B in T celic), signalna pot Ras in biološka pot povezana z vplivom Ras proteinov na prehod 
celic iz G1 v S fazo, biološka pot MAPK itd. 
Tabela 1: Prikaz dela rezultatov analize vpletenosti genov za kriptorhizem v obogatenih 
bioloških poteh s programom DAVID 
Podatkovna zbirka Biološka pot  p vrednost Bonferroni vrednost 
KEGG Insulin signalling pathway 2,60E-07 2,40E-05 
KEGG Bladder cancer 2,70E-07 2,40E-05 
KEGG MAPK signalling pathway 3,70E-07 3,30E-05 
KEGG TGF-beta signalling pathway 4,30E-07 3,90E-05 
KEGG Pancreatic cancer 4,60E-07 4,20E-05 
KEGG Hypertrophic cardiomyopathy 2,60E-06 2,30E-04 
KEGG Renal cell carcinoma 3,00E-06 2,70E-04 
KEGG Dilated cardiomyopathy 5,60E-06 5,10E-04 
KEGG B cell receptor signaling pathway 5,70E-06 5,10E-04 
KEGG 
Leukocyte transendothelial 
migration 1,10E-05 1,00E-03 
KEGG ErbB signalling pathway 2,20E-05 2,00E-03 
KEGG T cell receptor signalling pathway  2,70E-05 2,40E-03 
KEGG Hedgehog signalling pathway 3,10E-05 2,80E-03 
KEGG Chemokine signaling pathway 2,70E-04 2,40E-02 
 
Kriptorhizem je bil v raziskavah prisoten pri različnih boleznih. Kot je ponazorjeno na sliki 
1, so bolniki poleg kriptorhizma imeli diagnosticirano tudi: neobstruktivno azoospermijo, 
raka na testisih, hipospadije, ingvinalne hernije, mentalno zaostalost, zaostanek v razvoju, 
značilne obrazne poteze, sindaktilije na stopalih in rokah, renalne malformacije (angl. renal 
malformations), srčne težave, sindrom Noonan, idr.  
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Slika 1: Sopojavnost kriptorhizma z drugimi boleznimi. Barvne oznake skupin bolezni so 
usklajene s podatkovno zbirko Diseasome.  
Razprava in smernice za v prihodnje  
Posodobili smo podatkovno zbirko kandidatnih genov za kriptorhizem Cryptorchidism gene 
database 2013 z geni, ki so povezani s patogenezo kriptorhizma. S prejšnjo verzijo zbirke iz 
2013 so se podvajali štirje geni. Nove študije ponovno pridobljenim genom povečujejo 
verodostojnost in poglabljajo razumevanje delovanja teh genov v razvoju kriptorhizma. 
Potrdili smo vseh 12 bioloških poti pridobljenih v prejšnji raziskavi in s tem povečali njihovo 
verodostojnost. Prisotnost novih bioloških poti povezanih s krčenjem mišic in bioloških poti 
povezanih s srcem potrjuje ugotovitve prejšnje raziskave o povezanosti kriptorhizma s temi 
biološkimi potmi. Zanimiva je prisotnost velikega števila bioloških poti povezanih z rakom, 
saj je znano, da so bolniki s kriptorhizmom bolj dovzetni za razvoj raka na testisih, a nejasna 
je njegova povezanost z razvojem drugih tipov raka. Popolnoma nove so biološke poti 
povezane z apoptozo celic in lahko predstavljajo usmeritev v nadaljnje raziskave, ki bi se 
poglobile v morebitno povezanost teh poti s spermatogenezo. Prisotnost biološke poti 
MAPK ter signalne poti Ras dodatno potrjuje tesno povezanost kriptorhizma z 
RASopatijami in spodbuja nadaljnje raziskovanje mehanizmov povezanosti med temi 
boleznimi. 
Kriptorhizem se je v raziskavi pojavljal pri precej heterogenem seznamu bolezni. 
Prevladujejo bolezni povezane z reprodukcijo, pogosti so različni sindromi, srčne napake, 
fizične anomalije, mentalna zaostalost, idr. Potrebno je nadaljnje raziskovanje sopojavnosti 
kriptorhizma, saj lahko po ugotovitvah Kunej in Cannistraci (2012) z iskanjem skupnih točk 
v mehanizmih razvoja bolezni poglobimo razumevanje kriptorhizma. Sprejmemo lahko 
sklep o raznolikem genetskem razvoju kriptorhizma, tudi mehanizem razvoja še ni do 
potankosti raziskan. Naša raziskava z zbiranjem in sintezo rezultatov drugih raziskav in 
analizo z bioinformacijskimi metodami zapolnjuje vrzel drugih študij, ki imajo drugačen 
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pristop k poglabljanju znanja o kriptorhizmu. Posodobitev podatkovne zbirke 
Cryptorchidism gene database v verzijo 2014 omogoča pregled nad trenutnimi odkritji na 
področju raziskav kriptorhizma in predstavlja izhodišče za nadaljnje študije na tem področju. 
V prihodnje želimo z raziskavo poglobiti razumevanje kriptorhizma z integracijo podatkov 
o proteinskih interakcijah novih kandidatnih genov, raziskovanjem sopojavnosti 
kriptorhizma z drugimi boleznimi in raziskovanjem njegove vloge v razvoju bolezni s 
katerimi je povezan. S podatki o sopojavnosti bolezni s kriptorhizmom želimo dopolniti 
celotno zbirko. Stremimo tudi k izdelavi enotnega sistema, ki bo z dodatnimi razdelitvami 
podatkov o kandidatnih genih raziskovalcem omogočal lažjo integracijo in analizo 
podatkov. Z dopolnjevanjem podatkov bomo omogočili natančnejšo umestitev kriptorhizma 
in njegovih povezav z interaktomom v fenomsko pokrajino zbirke Diseasome.  
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PRILOGA E 
Posnetek zaslona dela zbirke Cryptorchidism gene database 
 
Se nadaljuje  
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Prikaz 18 SRO-jev, identificiranih z analizo GW-SRO.
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PRILOGA G 
Preglednica 23 CNV-jev določenih z metodo aCGH v skupini preiskovancev s kriptorhizmom in/ali neplodnostjo in primerjava 
podatkov o regijah s podatkovnimi zbirkami. 
Stolpec OMIM ID vsebuje identifikacijsko številko OMIM, ki gen v CNV-ju povezuje s CO ali neplodnostjo. Stolpec UCSC vsebuje 
podatke o prisotnosti eksonov in/ali intronov v CNV-ju, podatke o patogenih CNV-jih v  zbirki ClinGen, podatke o CNV-jih v splošni 
populaciji in podatke o prisotnosti  regulatornih elementov v CNV-jih brez genov. Stolpec DECIPHER vsebuje podatke o preiskovancih 
s CO, ki so vključeni v zbirke DECIPHER, s CNV-ji na primerljivi ali večji regiji. Stolpec ISCA vsebuje podatke iz izbirke ISCA o 
patogenih različicah prisotnih na primerljivi ali večji regiji od CNV-ja. Stolpec PubMed vsebuje identifikacijsko številko objave, v kateri 
je bila predhodno opisana povezava med genom, ki se nahaja na mestih CNV-jev in med CO ali neplodnostjo pri moškem. Termin »večji« 
oz. »manjši« pomeni regijo, ki je manjša od CNV-ja določenega v naši raziskavi. 
# Ime gena, ki ga je izpisal program Agilent Cytogenetics. V nekaterih primerih so v območju anotirani geni, vendar jih program ni izpisal. 
/ Ni podatka. 
*Gen na regiji CNV-ja preiskovanca kjer program Agilent Cytogenomics ni zaznal gena, a je gen prisoten na območju CNV-ja v brskalniku 
UCSC. 
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DMRT1 chr9 847.334 847.57
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